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RESUMO
O ácido salicílico (SA) e seu éster de metila, salicilato de metila (MeSA), são conhecidos
como indutores de defesa local e sistêmica em plantas, respectivamente. SA é importante na
resposta de defesa local contra microrganismos biotróficos, e sua conversão a partir de MeSA é
essencial para o desenvolvimento da chamada resistência sistêmica adquirida (SAR). Essa
conversão é realizada por metilesterases da família MES/SABP2.
Em trabalho prévio, onde se analisou a expressão diferencial de genes de laranja doce
(Citrus sinensis) em resposta a bactérias causadoras do Cancro Cítrico, identificou-se um gene
que codifica uma proteína pertencente à família MES/SABP2, denominada CsMES1. CsMES1
é induzida localmente em resposta à infecção por Xanthomonas citri subsp. citri (Xc), agente
causal do Cancro Cítrico em citros, mas preferencialmente induzida em resposta à infecção por
Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii patotipo ‘C’ (Xa), que induz uma resposta de
hipersensibilidade em variedades de laranja doce. Assim, esse trabalho teve como principais
objetivos avaliar o papel de CsMES1 na resposta de defesa local contra Xa e Xc, como também
caracterizar bioquimicamente sua atividade enzimática.
Neste trabalho, mostrou-se que CsMES1 não é apenas estruturalmente homóloga à
proteína ‘Salicylic Acid-Binding Protein 2’ de tabaco (NtSABP2), mas também catalisa a
reação de conversão de MeSA em SA. Análises de modelos moleculares estruturais de CsMES1
indicam que CsMES1 e NtSABP2 apresentam a mesma tríade catalítica no sítio ativo e ligam
SA de forma similar. Entretanto, verificou-se que CsMES1 possui uma menor afinidade por SA
comparado à NtSABP2. Consistente com esses achados, identificou-se um polimorfismo de
aminoácidos em um resíduo do sítio ativo nas proteínas da família MES de C. sinensis e outras
espécies de plantas, que influencia de forma significativa a atividade metilesterásica sobre
MeSA e a afinidade por SA. Através do uso de mutantes e modelagem molecular de CsMES1,
verificou-se que a interação da cadeia lateral do resíduo polimórfico é dependente da hidroxila
na posição orto do anel aromático de SA. Tais resultados explicam, assim, um possível papel
do resíduo polimórfico na velocidade de reação como também no ‘feedback’ negativo induzido
pelo produto da reação.
Esse trabalho mostra ainda que SA e transcritos de CsMES1 e outros genes envolvidos na
via de sinalização de SA são detectados em folhas de laranja doce preferencialmente na
interação incompatível com Xa, quando comparado à interação compatível com Xc. Além
disso, verificou-se que aplicações de SA eMeSA em folhas de citros inibem o desenvolvimento
dos sintomas do Cancro Cítrico, enquanto que um inibidor competitivo de CsMES1 aumenta a
severidade desses sintomas. Os resultados, portanto, sugerem que CsMES1 e SA desempenham
uma função importante na defesa local contra as bactérias causadoras do Cancro Cítrico.
ABRSTRACT
Salicylic acid (SA) and its methyl ester, methyl salicylate (MeSA), are known as inducers
of local and systemic defense in plants, respectively. SA is important for the local defense
response against biotrophic microorganisms, and its conversion from MeSA is essential in the
development of systemic acquired resistance (SAR). This conversion is mediated by MeSA
esterases of the MES/SABP2 family.
Previous large-scale gene expression analyses of sweet orange leaves (Citrus sinensis) in
response to infection by Citrus Canker pathogens have identified a gene encoding a protein
belonging to the MES/SABP2 family, denominated CsMES1. CsMES1 is induced in response
to Xanthomonas citri subsp. citri (Xc), the causal agent of Citrus Canker, but preferentially
induced in response to Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii pathotype ‘C’ (Xa), which
induces a hypersensitive response in sweet oranges. Thus, the main objectives of this work were
to evaluate the role played by CsMES1 in the local defense response against Xa and Xc, as well
as to biochemically characterize its enzyme activity.
In this work, we show that the Citrus sinensis methyl esterase CsMES1 is not only
structurally related to tobacco Salicylic Acid-Binding Protein 2 (NtSABP2), but it also
catalyzes the conversion of MeSA into SA. Structural molecular modeling indicates that
CsMES1 and NtSABP2 share the same catalytic triad and bind SA in a similar fashion.
Nonetheless, we found that CsMES1 has a lower affinity for SA compared to NtSABP2.
Consistent with these findings, an amino acid polymorphism found in the active site of
CsMES1-related proteins in C. sinensis and other plant species was shown to drastically affect
the methylesterase activity and SA affinity in CsMES proteins. In addition, we provide evidence
that the binding affinity between CsMES1 and SA is dependent on the ortho-hydroxyl group in
the aromatic ring of SA.
We also show that SA and transcripts of CsMES1 and other genes involved in SA
signaling and response are detected in sweet orange leaves preferably during the incompatible
interaction with Xa, compared with the compatible interaction with Xc. We have also shown
that SA and MeSA applications inhibit the development of Canker symptoms caused by Xc,
whereas a competitive inhibitor of CsMES1 increases the severity of Citrus Canker. These
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1.1. Os desafios impostos pela doença “Cancro Cítrico” para o setor citrícola
O gênero Citrus e principalmente a laranja doce (Citrus sinensis (L.) Osbeck) estão entre
os representantes mais importantes da família monofilética Rutaceae. Diversas espécies e
cultivares do gênero Citrus estão entre as mais cultivadas do planeta. Somente em anos recentes,
a produção global dos cítricos foi de aproximadamente 120 milhões de toneladas, a maior para
qualquer outra fruta, o que movimentou cerca de 9,5 bilhões de dólares, sendo 60% desse
montante representado pela produção de laranja doce (Xu et al., 2013). O Brasil é o maior
produtor de laranja (~30%) e exportador de suco de laranja concentrado (~50%) do mundo. São
Paulo é o estado que mais contribui para a produção brasileira com cerca de 75% do total de
frutos produzidos e também é o estado com maior área plantada (~65%) (Sanches et al., 2014;
IBGE, 2018).
Contudo, o setor citrícola mundial sofre com diversas doenças, muitas das quais não
possuem um método eficiente de erradicação ou controle. Entre elas estão o Cancro Cítrico e
mais recentemente o Huanglongbing (também conhecido como Greening).
O Cancro Cítrico é uma doença que afeta todas as variedades de citros e se caracteriza
pelo aparecimento erupções e lesões circulares de coloração branca ou amarelada, que se
desenvolvem na superfície de folhas, ramos e frutos (Fig.1 A, B e D) (Gottwald et al., 2002;
Brunings & Gabriel, 2003; Cernadas et al., 2008; Abe et al., 2016).
O local exato da origem do Cancro Cítrico ainda é um mistério, contudo é consenso que
seja em regiões tropicais da Ásia (Das, 2003). No Brasil, o Cancro Cítrico é encontrado em
quase todo o território nacional, mesmo com os esforços para que as bactérias causadoras da
doença fossem mantidas em quarentena em regiões onde sua incidência é confirmada (Behlau
et al., 2014). Em São Paulo, o Cancro Cítrico asiático (Cancrose A), causado pela bactéria
Xanthomonas citri subsp. citri (Xc) foi detectado pela primeira vez em 1957 (Bitancourt, 1957;
Behlau et al., 2014; Behlau et al, 2016) e desde então as medidas para controle da doença e sua
propagação sofreram mudanças no decorrer do tempo. Inicialmente o protocolo para controle
em pomares aconselhava a eliminação de plantas sintomáticas e de plantas assintomáticas
situadas numa área de 12 m ao redor do foco de infecção. Contudo, as medidas não surtiram o
efeito desejado e em 1962 medidas mais severas foram tomadas. Nessa ocasião, o raio de
eliminação entorno do foco de infecção aumentou para 1000 m para evitar a propagação para
locais livres da doença. Mais tarde, em 1987, uma legislação menos rigorosa reduziu o raio de
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eliminação de plantas infectadas para 50 m e oito anos mais tarde para 30 m. Em 1999 uma nova
resolução que previa a eliminação de blocos completos de pomares com incidência >0,5% levou
a uma das menores ocorrências da doença no estado (Fig. 1 C) (Gottwald et al., 2002; Behlau
et al., 2014; Behlau et al, 2016). A partir de 2009, porém, levando em consideração a
necessidade de produtores de áreas mais afetadas, a legislação se tornou menos rigorosa.
No momento, a eliminação de plantas assintomáticas próximo a focos de infecção não é
exigida pela legislação vigente. Ao invés disso, é necessário a aplicação de compostos cúpricos
de forma constante em plantas sadias numa área de 30 m ao redor de indivíduos infectados
(Behlau et al., 2016).
Outro fator importante que contribui para a propagação da doença é que passou a ser
obrigação do agricultor a inspeção constante dos pomares com supervisão de órgãos federais
(Behlau et al, 2016). Com resultado da legislação de 2009, em um período de três anos houve
um aumento de 893% no número de talhões infectados que correspondia a 0,14% em 2009 e
passou para 1,38% em 2012 de todas plantas do estado (Fundecitrus, 2012; Behlau et al., 2014;
Sanches et al., 2014; Behlau et al, 2016).
A incidência do Cancro Cítrico continua aumentando na região sudeste do país. Na última
estimativa levantada pela Fundecitrus no início do segundo semestre de 2018 mostrava que
plantas infectadas representavam aproximadamente 11,7% de todas as plantas de laranja doce
cultivadas na região. Em situação mais crítica está a região Noroeste com >39% de árvores
infectadas (Fundecitrus, 2018). Além disso, com relação ao mercado agrícola de citros, estima-
se que a produção agrícola dessa temporada seja aproximadamente 25% inferior à da última
colheita (Fundecitrus 2017, CitrusBr 2018). Fica claro, portanto, que o setor citrícola nacional
enfrenta uma grande crise devido, ao menos em parte, por fitopatologias estabelecidas no país,
em especial o Cancro Cítrico. Por isso, medidas de controle mais eficazes, como obtenção de
plantas resistentes ou novos compostos de indução de resistência, em conjunto com técnicas já
utilizadas, podem ser a solução para o controle do Cancro Cítrico sem comprometer os
interesses dos agricultores.
1.2. Mecanismos moleculares associados ao desenvolvimento do Cancro Cítrico.
O Cancro Cítrico é causado por bactérias do gênero Xanthomonas spp. Como citado
anteriormente, Xanthomonas citri subsp. citri (Xc) é a responsável pela Cancrose ‘A’ que afeta
a maioria das variedades cultivadas de citros, incluindo laranja (C. sinensis), toranja (C.
paradisi) e limão (C. limon). Enquanto isso, X. fuscans subsp. aurantifolii (Xa) patotipo ‘B’ e
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‘C’ causam as Cancroses ‘B’ e ‘C’ que são restritas, respectivamente, ao limão verdadeiro
(Citrus limon) e ao limão Galego (Citrus aurantifolia). Além disso, a cancrose ‘C’ causada por
Xa patotipo ‘C’ desencadeia uma resposta de hipersensibilidade em laranja doce (Fig. 1 D)
(Brunings & Gabriel, 2003; Cernadas et al., 2008; Abe et al., 2016).
As erupções e pústulas causadas por Xc são resultado de uma intensa divisão (hiperplasia)
e expansão (hipertrofia) celular promovida pela expressão diferencial de genes que codificam
proteínas relacionadas ao remodelamento de parede celular, divisão e expansão celular
(Cernadas et al., 2008; Cernadas & Benedetti, 2009). Há indícios de que a alteração nos níveis
de expressão de alguns desses genes relacionados a remodelamento de parede celular e
crescimento e o desenvolvimento de pústulas esteja ligado aos hormônios auxina e giberelina.
Ambos os hormônios são necessários para a formação dos sintomas característicos, enquanto
que a adição foliar apenas de auxina ou combinado com giberelina agrava os sintomas
(Cernadas et al., 2008; Cernadas & Benedetti, 2009). A modulação destes genes relacionados a
expansão celular e biossíntese ou resposta a sinalização por auxina, assim como outros genes
de laranja doce, é dirigida por fatores de transcrição do tipo TAL (Transcriptional Activator-
Like) da família PthA/AvrBs3 encontrados no genoma de Xanthomonas spp. (Swarup et al.,
1991; Duan et al., 1999; Brunings & Gabriel, 2003; Cernadas & Benedetti 2009)
A cepa 306 de Xc, usada nesse estudo, possui quatro efetores TAL, PthA1-4, (da Silva et
al., 2002). Foi descoberto que a variante PthA4 é essencial para o desenvolvimento do Cancro
Cítrico, contudo, sabe-se agora que os PthAs podem agir de forma sinérgica no estabelecimento
da doença, dependendo da planta hospedeiro (Al-Saadi et al., 2007; Abe & Benedetti, 2016).
PthA1 e PthA3, por exemplo, contribuem para o desenvolvimento dos sintomas em laranja
‘Pera’, mas não em limão ‘Tahiti’. Além disso, existe uma convergência entre os PthA2 e PthA4
na indução de alteração a nível transcricional de genes relacionados a auxina, giberelina e
remodelamento de parede celular (Pereira et al., 2014; Abe et al., 2016).
Além de atuarem diretamente na ativação da transcrição de genes alvos em citros, como
é o caso do gene CsLOB1, principal gene de susceptibilidade ao Cancro Cítrico identificado até
o momento, proteínas PthAs também interagem com proteínas da hospedeira (Domingues et al,
2010; Campos et al., 2013; de Souza et al., 2012; Hu et al., 2014; Pereira et al., 2014; Abe &
Benedetti, 2016). Entre as principais proteínas de citros que interagem com PthAs e que
desempenham papel importante no desenvolvimento do Cancro Cítrico estão a ciclofilina
CsCYP e o repressor da RNA Polimerase III (Pol III), CsMAF1 (Domingues et al., 2012;
Campos et al., 2013; Soprano et al. 2013). Além disso, dados do grupo mostraram que os
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hormônios auxina e giberelina também tem ação no desenvolvimento dos sintomas do cancro
(Cernadas & Benedetti, 2009).
Um dos mecanismos de ação da auxina para promover o desenvolvimento dos sintomas
de crescimento e expansão celular característicos do Cancro Cítrico parece envolver a inibição
da translocação da proteína CsMAF1 do nucleoplasma para o nucléolo das células da planta
(Soprano et al., 2018). A ausência de CsMAF1 no nucléolo ativa a transcrição mediada pela
RNA polimerase III, uma característica de células em crescimento e divisão. Com isso, RNA
Pol III atua na transcrição de genes envolvidos no crescimento celular necessário para o
desenvolvimento do Cancro Cítrico (Soprano et al., 2013; Soprano et al., 2017). Dados recentes
indicam que auxina ativa a kinase TOR que fosforila CsMAF1, prevenindo a repressão da RNA
Pol III (Soprano et al., 2017; Soprano et al., 2018). Ao interagir com CsMAF1, PthA4
deslocaria CsMAF1 da RNA Pol III, causando um fenômeno de desrepressão da transcrição,
semelhante ao causado pelo hormônio auxina (Soprano et al., 2013; Soprano et al., 2017).
Além de auxina e giberelina, há indícios de que ácido abscísico possa também ter um
papel importante na patogenicidade de Xc (Garavaglia et al., 2010).
Assim como visto para outros fitopatógenos, Xc parece modular a ação de determinados
hormônios na planta para favorecer a infecção. De fato, a modulação de hormônios dos
hospedeiros não é exclusiva de Xanthomonas spp. Há casos documentados para outros
fitopatógenos de manipulação de vias metabólicas do hospedeiro relacionadas a produção e/ou
resposta a hormônios do hospedeiro (Pieterse et al., 2012).
Ainda que o papel de alguns dos hormônios de laranja doce durante o desenvolvimento
do Cancro Cítrico tenham sido bem elucidados, outros, com reconhecido papel em respostas de
defesa vegetal em outros modelos, como o ácido salicílico (SA), apenas recentemente
começaram a ser desvendados em nível molecular. Coqueiro et al. (2015) analisaram o perfil
transcricional por RNA-seq de plantas de laranja ‘Pera’ em resposta a aplicação foliar por spray
de solução de SA. A administração de SA exógena induz a repressão de genes associados ao
remodelamento de parede e expansão celular como expansinas e extensinas. SA também induz
a repressão de genes relacionados a sinalização de auxina (TIR1,ARF19 e fatores de transcrição
BIG) e ácido abscísico (ELD1, AREB3 e HVA22K). Além de interferir na transcrição de genes
relacionados ao desenvolvimento de sintomas do Cancro Cítrico e hormônios, a administração
de SA ainda promove a expressão de genes relacionados a resposta de defesa como WRKY50.
Portanto, esses dados indicam que SA deve desempenhar um papel importante na resposta de
defesa de laranja contra Xc.
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Fig. 1. Sintomas e ações fitossanitárias para controle do Cancro Cítrico. A) Sintomas do Cancro Cítrico
encontrados em folhas, ramos e frutos de toranja. B) Destaque de erupções causadas pelo Cancro Cítrico
em folhas. C) Métodos fitossanitários para controle do Cancro Cítrico no estado de São Paulo praticados
de 1999 até 2009. Os círculos representam a erradicação de 30 m em blocos cuja incidência é <0,5%,
enquanto que o retângulo apresenta uma remoção de plantas de todo bloco em situações de incidência
>0,5%. D) Comparação dos sintomas causados pelas bactérias Xa e Xc em laranja doce e limão.
Enquanto Xc causa sintomas do Cancro Cítrico em laranja e limão, Xa promove a formação de pústulas
apenas em limão e uma resposta de hipersensibilidade em laranja. Créditos: A, B e C (Gottwald et al.,
2002); D (Cernadas et al., 2008)
1.3. Ácido salicílico como um hormônio vegetal central em respostas de defesa
O ácido 2-hidroxibenzoico, mais conhecido como ácido salicílico (SA), é um composto
fenólico sintetizado por plantas que apresenta um anel aromático ligado ao um ácido carboxílico






analgésicas utilizadas pelo ser humano, com registros de 400 anos a.C. Sua utilização, através
de folhas de salgueiro, era indicada por Hipócrates na antiguidade para o alivio de dores de
parto. O SA é utilizado na medicina, portanto, mesmo antes do conhecimento de sua estrutura
química e ação biológica, que começou a ser desvendado em 1828 por Johann A. Buchner. Em
1838, Raffaele Piria sintetizou a molécula de SA em sua forma ácida. Sua versão comercial
utilizada na medicina, o ácido acetilsalicílico, passou a ser vendido em 1898 sob o nome de
Aspirina. Até hoje, o medicamento Aspirina é um dos mais comercializados do mundo (Raskin
et al., 1992; Vlot et al., 2009; Dempsey et al., 2011).
Em plantas, o SA pode ser produzido a partir do corismato, este formado a partir do
xikimato, através de duas rotas bioquímicas distintas que se iniciam com as enzimas
Isocorismato sintase (‘Isochorismate synthase’ - ICS) e Fenilalanina amônia-liase
(‘Phenylalanine ammonia-lyase’ - PAL). A via xikimato/corismato, além de gerar precursores
do SA, também produz os aminoácidos aromáticos fenilalanina, tirosina e triptofano. Para a
formação do SA, PAL converte a fenilalanina em ácido trans-cinâmico que pode ser usado em
diversas rotas alternativas na produção de SA. Enquanto isso ICS converte o corismato em
isocorismato que será utilizado na produção do SA (Dempsey et al., 2011).
O SA ainda pode sofrer diversas modificações químicas mediadas por enzimas vegetais
ou de microrganismos como hidroxilação, glicosilação, metilação, e conjugação com
aminoácidos (Fig. 2) (Dempsey et al., 2011; Widhalm & Dudareva, 2015; Dempsey & Klessig,
2017).
Juntamente com outros compostos fenólicos, SA foi considerado como uma molécula do
metabolismo secundário sem importância por um longo período. Contudo, estudos nas últimas
décadas revelaram que o SA é importante para germinação de sementes, senescência foliar,
crescimento celular, respiração, fechamento de estômatos e estresse abiótico (Rate et al., 1999,
Morris et al., 2000; Mori et al., 2003; Clarke et al., 2004; Rajjou et al., 2006; Vlot et al., 2009;
Miura & Tada, 2014). Contudo, a principal função vegetal do SA está na resposta ao estresse
biótico. O SA está normalmente associado à resposta de defesa contra fitopatógenos biotróficos,
que são microrganismos que se alimentam de nutrientes provenientes de tecido vivos e ativos
do hospedeiro. Por outro lado, existe também a resposta de defesa vegetal baseada na
sinalização do ácido jasmônico (JA) e etileno (ET), que, por sua vez, estão associados à
resistência a patógenos necrotróficos, cujo ciclo de vida é dependente da aquisição de nutrientes

























































É consenso na literatura, ainda que hajam exceções, a existência de um antagonismo entre
as vias de sinalização do SA e do JA/ET (Glazebrook et al., 2005; Koornneef & Pieterse, 2008;
Pieterse et al., 2009). Não é descartado, portanto, que algumas das funções atribuídas ao SA
sejam indiretas e provenientes da influência das vias de sinalização do JA ou do ET (Vlot et al.,
2009).
Fig. 2. Modificações do SA encontradas em plantas. Em destaque colorido a adição de grupamentos
químicos a molécula de SA e nomeação das enzimas conhecidas por desempenhar determinado papel.
As modificações destacadas são: metilação e metilesterase (azul), hidroxilação (roxo) conjugação a
aminoácidos (vermelho) e glicosilação (verde).
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Uma das moléculas essenciais deste ‘crosstalk’ hormonal é a proteína ‘Non expressor of
PR genes 1’ (NPR1). Plantas deficientes na produção de NPR1 (npr1) são incapazes de
bloquear genes relacionados à resposta de defesa por JA, como LOX2, PDF1.2 e VSP, mesmo
quando tratadas com SA exógeno (Spoel et al., 2003; Caarls et al., 2015). Além disso, NPR1
também é essencial na resposta de defesa baseado na via de sinalização de SA quando
translocado para o núcleo, onde interage com fatores de transcrição TGA e promove a expressão
de genes que codificam proteínas PR (Pathogenesis-Related) (Vlot et al., 2009; Caarls et al.,
2015). A proteína PR1 é, inclusive, utilizada como um marcador molecular da ativação de
resposta de defesa em resposta a sinalização do SA (Vlot et al., 2009).
Contudo, mais especificamente, o SA vem sendo estudado por sua importância no
estabelecimento de defesa vegetal do tipo SAR (SystemicAcquired Resistance). SAR é um tipo
de resposta de defesa induzida por um patógeno que confere resistência a uma variedade de
outros microrganismos em outros tecidos vegetais por um período prologado (Durrant & Dong,
2004; Conrath et al., 2006; Vlot et al., 2009). O SA é essencial para esse tipo de resposta de
defesa, e por muito tempo acreditou-se que a molécula do SA seria a responsável pela
transmissão direta da sinalização entre o local da infecção inicial até outras porções da planta
para formação de SAR.
A hipótese de que SA está envolvida na resposta de SAR é sustentada pelo fato de SA e
PRs se acumularem em folhas não infectadas após uma infecção inicial em outro tecido da
planta. Além disso, este SA encontrado de forma sistêmica na planta é proveniente da folha
infectada (Shulaev et al., 1995; Molders et al., 1996; Vlot et al., 2009). Contudo, experimentos
de enxertia envolvendo plantas incapazes de acumularem SA expressando uma salicilato
hidroxilase (nahG) de Pseudomonas putida concluiu que SA não é a molécula translocada
através do floema a partir do local da infecção até porções distais da planta para ativação de
SAR. Mais tarde, foi concluído que a molécula translocada entre porções diferentes da planta
para a sinalização de SAR é o éster de metil do SA, o salicilato de metila (MeSA – ácido
2-metoxibenzoico) (Vernooĳ et al., 1994; Park et al., 2007; Vlot et al., 2009). Foi observado
que o aumento da concentração de MeSA em tabaco ocorre tanto na folha infectada com TMV
(Tobacco Mosaic Virus) quanto em folhas não-inoculadas com concomitante formação de SAR.
Contudo, a maior evidência vem de experimentos de enxertia com plantas de Nicotiana
tabacum mutantes silenciadas para um gene que codifica a proteína NtSABP2 (Salicylic Acid-
Binding Protein 2) (Park et al., 2007; Vlot et al., 2009).
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NtSABP2 é capaz de produzir SA através de MeSA (Fig. 2) e apenas folhas sistêmicas
que produzem NtSABP2 são capazes de desenvolver SAR. A formação de SAR em folhas
distais que expressam NtSABP2 ocorre mesmo que folhas infectadas inicialmente por TMV
tenham NtSABP2 silenciada (Forouhar et al., 2005; Park et al., 2007; Park et al., 2009; Vlot et
al., 2009; Dempsey et al., 2011; Widhalm & Dudareva, 2015). Além de ser a primeira
metilesterase de SA descrita, NtSABP2 também foi a primeira proteína descoberta com
capacidade de se ligar ao SA com afinidade próxima a de outros receptores de fitohormônios
conhecidos (Kd = 90 nM) (Du & Klessig, 1997; Forouhar et al., 2005). Além de NtSABP2,
outras metilesterases de SA foram caracterizadas apenas em Arabidopsis, batata e álamo (Vlot
et al., 2008; Zhao et al., 2009; Manosalva et al., 2010).
NtSABP2 pertence à família das α/β hidrolases e carrega a tríade catalítica característica
desse grupo (S81, D210 e H238) no sítio ativo (Fig. 3 e 4) (Kumar & Klessig, 2003; Forouhar
et al., 2005). A estrutura cristalográfica do complexo entre NtSABP2 e SA mostra que SA faz
interações com vários resíduos do bolsão catalítico através de interações com seu grupo
carboxila (Forouhar et al., 2005). Vale ressaltar que o resíduo de alanina A13, na estrutura
cristalográfica de SABP2, faz uma interação tipo ponte de hidrogênio com um dos átomos de
oxigênio do grupo carboxila do SA através de seu grupo amina (Forouhar et al., 2005). Além
disso, nota-se pela estrutura de NtSABP2 em complexo com SA que a cadeia lateral do resíduo
A13 está localizada próximo ao grupo hidroxila do SA (Fig. 3) (PDB: 1y7i) (Forouhar et al.,
2005).
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Fig. 3. Estrutura cristalográfica de NtSABP2. A) Estrutura dimérica de NtSABP2 com SA (azul e
vermelho) ligado ao sítio catalítico. B) Destaque para as interações do ácido carboxílico do SA (verde e
vermelho) com a tríade catalítica de NtSABP2 (Ser-81, Asp-210, His-238) (tracejado vermelho) e com
a cadeia principal deA13 (tracejado laranja), além da distância do grupamento hidroxila na posição orto
do SA com a cadeia lateral do resíduo A13 (tracejado azul). Medições de distância em Å.
Por outro lado, a base molecular da reação de metilesterase ainda não é conhecida. Além
disso, o número crescente de metilesterases encontradas em outras espécies está demostrando
que cada enzima tem suas características bioquímicas e funcionais específicas que podem variar
segundo a interação planta-patógeno.
Seguindo o mesmo raciocínio, a relação entre produções de SA e MeSA também podem
ter diferentes funções e importância a depender do tipo de hospedeiro e patógeno e ainda pode
estar sujeito a influências externas. Na interação entre Arabidopsis thaliana e Pseudomonas
syringae, a qual é uma bactéria capaz de induzir SAR em A. thaliana, foi demonstrado que a
produção de MeSA não é necessária para aumentar os níveis de SA fora do local da infecção,
uma vez que linhagens deficientes na produção de metiltransferases responsivas ao SA (bsmt1)
ainda são capazes de acumular SA em folhas não inoculadas (Attaran et al., 2009). Na interação
entre A. thaliana e P. syringae a necessidade de MeSA para a formação de SAR e SA em folhas
não inoculadas parece ser dependente do regime de luz logo após a primeira inoculação com a
bactéria indutora de SAR (Liu et al., 2011). Dessa forma, é necessário certa cautela ao inferir
atribuições funcionais ou bioquímicas às enzimas relacionadas a conversão de MeSA em SA ou
mesmo à importância de SA e MeSA em repostas de defesa vegetal. Além disso, apesar de
muito ser conhecido sobre seus mecanismos no desenvolvimento de SAR, pouco se sabe ainda
sobre a função de metilesterases em respostas de defesa locais.
A B
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Em trabalho prévio, ao analisar a expressão diferencial de genes de C. sinensis em
resposta à infecção por Xc e Xa, nosso grupo identificou um gene expresso preferencialmente
durante a interação incompatível entre plantas de laranja doce e Xa (proteína KDO79352)
(Cernadas et al., 2008). Na época, a proteína codificada por esse gene já havia sido identificada
em um experimento de hibridização competitiva em C. sinensis e, por ter sua concentração
celular aumentada em resposta ao hormônio etileno, foi inicialmente classificada como uma
‘Ethylene-induced esterase’ (Zhong et al., 2001). Nesse trabalho, os autores relatam que a
proteína EIE de citros apresentava entre 45 e 53% de identidade com hidroxinitrila liases e
poliuridine aldeído esterases de plantas, entretanto, os mesmos não verificaram sua atividade
enzimática in vitro (Fig. 4) (Zhong et al., 2001).
Subsequentemente, análises de BLASTP em banco de dados mostrou que essa Ethylene-
induced esterase é 57% idêntica à proteína NtSABP2 (Fig. 3 e 4) (Kumar & Klessig, 2003;
Forouhar et al., 2005) e por isso será denominada como CsMES1 (Metilesterase 1 de C.
sinensis) neste trabalho. Além da similaridade de sequência peptídica, o alinhamento das
sequências de aminoácidos entre as proteínas CsMES1 e NtSABP2 mostrou que CsMES1
possui a mesma tríade catalítica que compõem o sítio ativo desse tipo de enzima (Fig. 4).
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Fig. 4. Alinhamento de sequências peptídicas mostrando a conservação entre as proteínas CsMES1,
CsMES2 e CsMES3 de C. sinensis com NtSABP2 de tabaco, ‘Polyneuridine aldehyde esterase’
(RsPNAE) de Rauwolfia serpentina e ‘Hihydroxynitrile lyase’ (HbHNL) de Hevea brasiliensis. Em
branco é mostrado o resíduo polimórfico do sítio catalítico na posição 18 de CsMES1, que corresponde
ao resíduoA13 de NtSABP2; em vermelho destaca-se a tríade catalítica que é conservada entre as todas
as enzimas.
Uma busca por homólogos de CsMES1 em banco de dados no genoma de C. sinensis
mostrou que essa espécie apresenta duas proteínas filogeneticamente relacionadas à CsMES1,
denominadas aqui de CsMES2 e CsMES3 (XP_006466663 e KDO48824) com 97% e 69% de
identidade com CsMES1, respectivamente (Fig. 4). Tais proteínas também apresentam a mesma
tríade catalítica observada em CsMES1 e NtSABP2. Porém, tais proteínas apresentam uma
variação de resíduos na posição correspondente ao resíduo A13 de NtSABP2 (Fig. 4). Assim, o
resíduo A13 de NtSABP2 corresponde aos resíduos V18 em CsMES1, A18 em CsMES2 e S16
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outras plantas (Vlot et al., 2008). Embora dados da literatura indiquem que tal resíduo
polimórfico influencia a ligação do SA (Park et al., 2007), não se sabe ao certo se esse
polimorfismo poderia definir ou influenciar de forma significativa a especificidade da enzima
por substratos, ou mesmo modular a atividade enzimática de metilesterases em diferentes
situações fisiológicas. Nesse trabalho, portanto, investigou-se o possível papel desse
polimorfismo nas proteínas CsMES de C. sinensis. Além disso, dado o padrão de indução de
CsMES1 em resposta à infecção por Xc e Xa, esse trabalho também teve como objetivo avaliar
o papel de CsMES1 e do SA na resposta de defesa contra as bactérias do cancro.
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2. Objetivos
Considerando a importância do setor citrícola e o constante aumento na incidência do
Cancro Cítrico no país nos últimos anos, aliado a importância do SA e metilesterases de MeSA
na resposta de defesa contra patógenos biotróficos, este trabalho teve como principais objetivos:
1- Confirmar a atividade de metilesterase de CsMES1 sobre MeSA e
entender como o resíduo polimórfico encontrado no sítio ativo de proteínas relacionadas
à CsMES1 influencia a atividade catalítica e afinidade por SA.
2- Avaliar se a proteína CsMES1 contribui para a resposta de defesa local
contra bactérias causadoras do Cancro Cítrico em plantas de citros.
3- Entender como a rota de sinalização e biossíntese do SA é modificada
em resposta à infecção por Xc e Xa e, desse modo, buscar alternativas para o controle
da doença através da modulação da via de sinalização do SA.
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3. Material e Métodos
3.1. Clonagem de CsMES1 e mutantes CsMES1_V18A e CsMES1_V18S para expressão
heteróloga em bactéria
Para a produção de CsMES1 heteróloga em células de Escherichia coli, o gene CsMES1
foi amplificado por transcrição reversa (RT)-PCR a partir de amostras de RNA total extraído de
folhas de C. sinensis utilizando os oligonucleotídeos CATATGGAAGAAGTAGTAGG
CATGG e GACCTCTTATGCATACTTAAGAGAAA. O amplicon gerado foi clonado em
vetor pGEM-T-Easy (Promega) em células E. coli DH5α (Thermo Fisher Scientific) e
posteriormente subclonado em vetor pET28a (Novagen), entre os sítios de restrição NdeI e
EcoRI.
A fim de entender como o resíduo polimórfico encontrado em proteínas CsMES
influenciam suas características enzimáticas e de interação com ligantes no sítio catalítico,
obtivemos mutantes de CsMES1 com as trocas V18A (CsMES1_V18A, ou simplesmente
V18A) e V18S (CsMES1_V18S, ou simplesmente V18S). Para a obtenção da proteína V18A,
o gene CSMES1 obtido anteriormente foi amplificado por PCR utilizando-se os primers
CATATGGAAGAAGTAGTAGGCATGGAAGAGAAGCATTTTGTTCTAGTTCATGGAG
CAAAC e GACCTCTTATGCATACTTAAGAGAAA. O produto da reação foi clonado em
vetor pGEM-T-Easy e transferido para E. coli TOP10 (Thermo Fisher Scientific) para então ser
inserido entre os sítios de restrição NdeI e EcoRI do vetor pET28a.
Por fim, o gene sintético de CsMES1 contendo a mutação V18S, clonado entre os sítios
de restrição NdeI e XhoI no vetor pET28a, foi obtido da empresa GenOne Biotechnologies.
Todas as clonagens foram verificadas por reações de PCR utilizando oligos específicos para
cada gene e sequenciamento de DNA. Os vetores pET contendo as construções de interesse
foram transferidos para linhagem de expressão BL21 (DE3) (Novagen).
3.2. Expressão e purificação das proteínas CsMES1, V18A e V18S
Células BL21 (DE3) carregando os plasmídeos recombinantes pET28a-
CsMES1/V18A/V18S foram incubados por 36-40 h em agitador orbital à 20°C em meio de
cultura de autoindução ZYM-5052 suplementado com canamicina (50 µg/mL). As células
foram então centrifugadas por 20 min à 5000 x g e 4°C e ressuspendidas em tampão A (250
mM de NaCl, 10 mM de Na2HPO4, 2,7 mM de KCl, 2 mM de KH2PO4, 10% de glicerol, 20
mM de imidazol, pH 7,5). As suspensões de bactérias foram incubadas com lisozima (10
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µg/mL) por 30 min e então sonicadas com pulsos de 30 s com intervalos de 1 min. O conteúdo
foi centrifugado à 38000 x g, 4°C por 30 min e as proteínas solúveis foram incubadas em resina
TALON (GE Healthcare Life Science) previamente equilibrada com tampão A para purificação
em bancada. A resina foi lavada com tampão A (20 volumes de coluna) e as proteínas ligadas a
coluna foram eluídas com Tampão B (250 mM de NaCl, 10 mM de Na2HPO4, 2,7 mM de
KCl, 2 mM de KH2PO4, 10% de glicerol, 200 mM de imidazol, pH 7,5). As proteínas
purificadas na etapa anterior foram submetidas a um novo processo de purificação de troca
iônica utilizando uma coluna HiTrap Q HP 5 mL (GE Healthcare Life Science) equilibrada e
lavada com tampão C (20 mM de Tris-HCl, 50 mM de NaCl, pH 7.5). As proteínas ligadas à
resina foram eluídas com tampão D (20 mM Tris-HCl, 200 mM NaCl, pH 7.5). Como última
etapa de purificação, as proteínas foram separadas por tamanho em coluna HiLoad 16/60
Superdex 200 (GE Healthcare Life Science) equilibrada e eluída com tampão E (137 mM de
NaCl, 10 mM de Na2HPO4, 2,7 mM de KCl, 2 mM de KH2PO4, pH 7,5). As etapas de
purificação por troca iônica e exclusão molecular foram conduzidas em equipamento FPLC
UP900 (GE Healthcare Life Sciences) no Laboratório de Purificação de Proteínas (LPP) do
Laboratório Nacional de Biociências (LNBio)/Centro Nacional de Pesquisa em Energia e
Materiais (CNPEM)
Para a determinação do peso molecular, tanto CsMES1 purificada como os padrões de
peso molecular (lisozima, albumina sérica bovina e ovalbumina) foram separadas em coluna
analítica Superdex 75 10/300 (GE Healthcare Life Science) utilizando o tampão E para
equilíbrio e eluição. Os volumes de eluição dos padrões moleculares foram utilizados para gerar
uma curva de calibração de coeficiente de retenção por peso molecular em escala logarítmica






= volume de eluição
= volume morto
= volume total da coluna
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3.3. Determinação da concentração de CsMES1, V18A e V18S
As concentrações de CsMES1, V18A e V18S foram determinadas por absorbância (λ =
280 nm) utilizando-se o coeficiente de extinção molar e massa molar (34295 M-1.cm-1) teóricas
obtidas no site Expasy (https://web.expasy.org/protparam/).
3.4. Separação de MeSA e SA em HPLC
As analises cromatográficas para separação de MeSA (Sigma-Aldrich) e SA (salicilato de
sódio – Merck) (Fig. 6) em HPLC (cromatografia líquida de alto desempenho) foram realizadas
em equipamento Alliance série Waters 2695 (Milford, Mass, USA), equipado com bomba
quaternária, injetor e desgaseificador automáticos e detectores de fluorescência (Waters 2475) e
UV-vis (PDA) série Waters 2996. A separação dos compostos foi realizada utilizando- se uma
coluna cromatográfica de fase reversa Nova Pak C18 (150 mm de altura x 3.9 mm de diâmetro
interno e 4 µm de tamanho de partículas) (Waters) protegida com uma pré-coluna Nova Pak (20
x 3.9 mm) (Waters). A solução para fase móvel foi constituída de acetonitrila (ACN) e solução
tampão de fosfato de potássio monobásico (KH₂PO₄) em concentração de 20 mM e pH 2,6. As
eluições de MeSA e SA foram realizadas em fluxo constante de 1 mL.min-1, temperatura da
plataforma de amostras de 25°C com injeção de 25 µL por amostra com método em gradiente
(4 min 20% ACN; 6 min de aumento constante até 35% ACN; 5 min diminuição constante até
20% ACN; 5 min 20% ACN). SA foi detectado por fluorescência (λExc/Em = 307 nm / 405 nm),
enquanto que MeSA foi detectado de forma mais sensível por absorbância ((λ = 304 nm).
3.5. Ensaio de atividade e cinética enzimática de CsMES1, V18A e V18S sobre MeSA
As reações dos ensaios de atividade metilesterásica seguiram o protocolo descrito por
Park et al. (2009) com algumas modificações. Os ensaios foram realizados em tampão fosfato
(0,1 M), pH 7,0 e suplementado com β-mercaptoetanol (5 μM). As reações foram conduzidas
em placas de 96 poços OptiPlates (PerkinElmer) em temperatura ambiente (25°C). As reações
foram montadas com CsMES1, V18A e V18S variando entre 1 e 3 μM em volume final de 100
μL. O registro de atividade foi realizado em leitor de placas Enspire 2300 (PerkinElmer) em
tempo real por medida da fluorescência intrínseca da molécula (λExc/Em = 340/405 nm). Um
gráfico de detecção de fluorescência por concentração de SA foi construído e utilizado para a
quantificação de SA produzido durante a reação enzimática (Fig. 5).
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Para o cálculo de parâmetros enzimáticos Vmax, Km e kcat, foram geradas curvas do tipo
Michaelis-Menten utilizando-se os dados de velocidade inicial das reações com diferentes








m = constante de Michaelis
[ ] = concentração do Substrato
Para a determinação do IC50 referente à inibição da reação de metilesterase de CsMES1
por 2,2,2-Trifluoroacetophenone (TriFA) (Sigma-Aldrich) (Fig. 6), foram utilizados os dados
de velocidade inicial de reações contendo MeSA (100 µM) com diferentes concentrações de








Além disso, também construímos um gráfico no formato Lineweaver-Burk para visualizar
o modo de inibição de TriFA. Para isso, utilizamos os valores da velocidade inicial de reações
contendo MeSA em concentrações de 10 a 500 µM e concentrações crescentes de TriFA
(múltiplos de IC50). Todos os cálculos e ajustes foram realizados no software OriginLab.
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Fig. 5. Curva de calibração para detecção de SA por fluorescência intrínseca do composto (λExc/Em =
340/405 nm) na mistura de reação, realizada em leitor de placas OptiPlates (PerkinElmer). A relação de
proporcionalidade entre a fluorescência medida e a concentração de SA na amostra é linear até a faixa
de baixo mM.
3.6. Análises de dicroísmo circular com CsMES1 e SA
Análises de estabilidade térmica da estrutura secundária de CsMES1 foram feitas usando-
se a técnica de dicroísmo circular no Laboratório de Espectroscopia de Calorimetria (LEC) do
LNBio/CNPEM. Tipicamente, amostras contendo 15 µM de CsMES1 purificada, na ausência
ou presença de SA foram analisadas. As leituras de elipticidade da luz circularmente polarizada
foram realizadas em espectropolarímetro J-810 (JASCO) equipado com um controlador de
temperatura PFD 4255 (Peltier Type Control System, JASCO) em cubeta de quartzo de 1 mm
de caminho óptico. Primeiramente, para a varredura do espectro, os parâmetros foram ajustados
para detecção na faixa do comprimento de onda de 200 à 260 nm, temperatura fixada em 25°C,
com tempo de integração de dados de 4s, passo para coleta de dados de 0,5 nm, largura de banda
de 1 nm e velocidade de escaneamento de 50 nm.min-1. Para a análise de estabilidade térmica
foi monitorado o pico característico de proteínas compostas predominantemente por estruturas
secundárias do tipo α-hélice (λ = 222 nm) durante a mudança de temperatura de 20 até 95°C e
utilizando os mesmos outros parâmetros descritos anteriormente. Os dados foram plotados de
forma a gerar uma curva de aproximação pelo algoritmo de Boltzman, disponível no software
OriginLab para o cálculo das temperaturas de ‘melting’ (Tm):
R2 = 0,999






































= temperatura de ‘melting’
3.7. Análises de interação de CsMES1 por Thermal Shift (DSF)
Foram realizados teste de estabilidade térmica comparativa de CsMES1 na presença ou
ausência de SA. Essa análise foi conduzida seguindo-se o descrito por Niesen et al. (2007) com
algumas alterações. Resumidamente, as amostras foram preparadas com aproximadamente 2
µM de CsMES1 purificada, 1x de sonda SYPRO Orange (Invitrogen) e 10 a 1000 µM de
solução SA. A leitura da fluorescência da sonda foi feita em sistema Applied Biosystems 7500
Fast Real-Time PCR e os dados adquiridos pelo software 7500 System SDS Software. As
análises de dados para o cálculo de temperatura de ‘melting’ foram realizadas de forma
semelhante ao descrito para os dados de dicroísmo circular.
3.8. Análises de afinidade por calorimetria de titulação isotérmica (ITC)
A avaliação de parâmetros termodinâmicos da interação entre CsMES1 e respectivos
mutantes V18A e V18S com SA e moléculas análogas de SA foi realizada através da técnica de
calorimetria de titulação isotérmica (ITC – do inglês: Isothermal Titration Calorimetry) no LEC
do LNBio/CNPEM. A técnica consiste na medida direta do fluxo de calor em uma reação
resultante da formação ou quebra de interações moleculares entre uma proteína e um ligante,
por exemplo. Para as medidas de ITC, CsMES1, V18A e V18S purificadas foram utilizadas em
concentrações variando entre 20 e 40 µM para o preenchimento da cela de 1 mL. Foram testadas
as seguintes moléculas como potenciais ligantes de CsMES1 e proteínas mutantes: SA, TriFA,
ácido benzoico (BA) (Sigma-Aldrich), ácido 3-hidroxibenzócio (3HBA) (Sigma-Aldrich) e
ácido 4-hidroxibenzóico (4-HBA) (Sigma-Aldrich) (Fig. 6) diluídos em etanol e tampão da
proteína em concentrações variando entre 250 µM e 2 mM. Tais compostos foram adicionados
à solução contendo a proteína de interesse através de uma seringa de titulação. Os experimentos
foram conduzidos em equipamento VP-ITC MicroCalorimeter (MicroCal) e os
dados adquiridos pelo software VPViewr2000 (MicroCal). Todos os experimentos foram
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executados em temperatura da plataforma de 20°C, titulação de ligante de 10 µL durante 20 s
com intervalo de 250 s para estabilização de temperatura na cela. Como branco foram utilizados
dados de titulações de tampão da proteína e etanol na cela contendo as proteínas testadas
respeitando os mesmos parâmetros utilizados nas análises de interação. Os dados resgatados
foram inseridos no software PEAQ-ITC Analysis Software (MicroCal) para análise dos
parâmetros de interação entre as moléculas e cálculo de Kd.
Fig. 6. Estrutura química das pequenas moléculas utilizadas neste trabalho. SA - Ácido salicílico
(salicilato de sódio – Merck Millipore); MeSA – salicilato de metila (Sigma-Aldrich); TriFA - 2,2,2-
Trifluoroacetophenone (Sigma-Aldrich); BA – ácido benzoico (Sigma-Aldrich); 3HBA - ácido 3-
hidroxibenzócio (Sigma-Aldrich); 4HBA ácido 4-hidroxibenzócio (Sigma-Aldrich); 2,3DHBA - ácido
2, 3-dihidroxibenzóico (Sigma-Aldrich); RA – ácidos rosmarínico (Sigma-Aldrich).
3.9. Modelagens moleculares e estudos estruturais para comparação entre metilesterases
Os modelos tridimensionais de CsMES1, CsMES2, CsMES3 e dos mutantes de CsMES1,
V18A e V18S foram gerados pelo servidor Swiss-model (Waterhouse et al., 2018) usando-se a
estrutura cristalográfica de NtSABP2 (PDB código 1Y7I) (Fig. 3) como modelo. Para os
estudos de ‘docking’ molecular, átomos de hidrogênio polares e carregados foram adicionados
aos modelos moleculares utilizando o software AutoDock Tools (versão 1.5.6) (Morris et al.,





























et al., 2011), e após a computação das cargas Gasteiger, os modelos dos ligantes foram salvos
em arquivos PDBQT. Todos os estudos moleculares foram realizados no software AutoDock4
(versão 4.2.6), no qual a ferramenta AutoGrid foi utilizada para preparação de uma grade
tridimensional de pontos. Utilizamos o algoritmo LGA (Lamarckian Genetic Algorithm) para
escolher a melhor conformação proteína-ligante. Durante o processo de docagemmolecular, até
10 conformações foram consideradas para cada ligante. Todos as análises foram realizadas
utilizando os parâmetros padrões, exceto para o caso de átomos de flúor que foram considerados
como aceptores de ligação de hidrogênio. O tamanho populacional foi configurado para 150, o
número máximo de avaliações para 2,5 milhões, número máximo de gerações para 27000,
número máximo de sobrevivência automática 1, taxa de mutação gênica de 0,02 e taxa de
cruzamento cromossômico de 0,8. Todas as figuras com representações gráficas foram
produzidas usando o software Pymol v1.9 (Schrödinger, LLC).
3.10. Ensaios de cristalização e coleta de dados de CsMES1 e V18A
Para os ensaios de cristalização de CsMES1 V18A e V18S, frações solúveis e
concentradas até 10-15 mg/mL das proteínas purificadas suspensas em tampão PBS pH 7,4
foram centrifugadas à 4°C e 10000 g por 10 min antes de serem submetidas a triagem de
condições de cristalização. Inicialmente, tanto para as proteínas intactas, como para as proteínas
que passaram por proteólise limitada, foram produzidas gotas de cristalização com 0,5 µL das
proteínas e 0,5 µL das soluções precipitantes. Os testes de cristalização foram conduzidos
utilizando o robô HoneyBee 963 (Digilab Global) em placas para cristalização de 96 poços
(Corning) e hotel de placas disponíveís na instalação ROBOLAB dentro das dependências do
LNBio/CNPEM. Os kits iniciais de cristalização utilizados foram Crystal Screen I & II e Salt
Rx (Hamptom Research), Wizard I & II e Precipitant Synergy (Emerald BioSystems) além dos
JCSG+ e PACT (Qiagen) (detalhes das condições de cada kit podem ser encontrados no site do
fornecedor). As placas foram mantidas a temperatura de 18°C durante todo o processo de
cristalização. Para o acompanhamento do processo de cristalização das proteínas foi utilizado
o equipamento Rock Imager 1000 (Formulatrix) para registro de imagens em luz visível e UV
das condições de cristalização. Alternativamente, os refinamentos das condições iniciais de
cristalização foram realizados em placas de cristalização de 48 poços (Corning) para técnica de
hanging-drop contendo 1-2 µL da proteína purificada em tampão PBS pH 7,4 e 1-2 µL da
condição de cristalização presente no reservatório. As condições foram acompanhadas
regularmente por visualização em microscópio de luz convencional para triagem das condições
36
refinadas. Os melhores cristais das proteínas CsMES1 e V18A foram colhidos da gota de
cristalização usando um loop de nylon e mergulhados em solução crioprotetora (PBS pH 7,4;
glicerol 30 %). Em seguida, os cristais foram levados a linha MX2 do LNLS (CNPEM) para a
coleta dos dados de difração de raios-X.
3.11. Preparo de bactérias e inoculações de plantas para análise de expressão gênica e
efeito de SA e compostos análogos no desenvolvimento do Cancro Cítrico
A cepa 306 de Xc e 404 de Xa, ambas obtidas da coleção de cultura de fitobactérias do
Instituto Biológico de São Paulo, foram crescidas em meio de cultura LBON suplementado
com ampicilina (100 mg/mL) a 28oC por 48 h. As bactérias foram suspensas em água
esterilizada (DO600nm ~0,1) e utilizada para infiltração de folhas de laranja doce ‘Natal’
(Washington Navel) mantidas em estufa com regime de luz natural e temperatura variando entre
22 e 35oC. Foram escolhidas folhas de idade e tamanho similares para a infiltração das bactérias
e água, como controle. Após 24 e 48 h, as folhas foram destacadas e maceradas em nitrogênio
líquido para extração de RNA total com reagente Trizol (Invitrogen) e extração de metabólitos,
como descrito a seguir.
Para a análise dos sintomas do Cancro Cítrico na presença de SA e outros compostos,
folhas de laranja doce foram inoculadas pelo método de pinprick com suspensão aquosa de Xc
(DO600nm ~0,1). Logo após a inoculação, as folhas foram destacadas e colocadas em tubos
Falcon (50 mL) contendo 5 mL de solução aquosa de SA e solução 1% etanol contendo as
moléculas MeSA, TriFA, 3HBA, 4HBA e RA em concentração de 50 µM. Todo o experimento
foi conduzido em sala de cultivo de plantas com fotoperíodo de 14 h de luz e temperatura
controlada variando entre 25 e 28°C. As soluções aquosas de cada composto foram trocadas a
cada dois dias. Os sintomas foram fotografados sete dias após as infiltrações utilizando um
estereomicroscópio acoplado a uma câmera Nikon SMZ18 do ‘Biological Imaging Facility’
(LBI) do LNBio/CNPEM. Foram medidas as áreas das lesões utilizando-se o Software ImageJ.
3.12. Transformação genética de epicótilos de citros com CsMES1
O protocolo de transformação de citros baseou-se naquele apresentado por de Oliveira et
al., (2013). Sementes de laranja doce ‘Valência’ e citrange ‘Troyer’ (C. sinensis x Poncirus
trifoliata) foram obtidas do Centro APTA Citros Sylvio Moreira / IAC para germinação em
condições estéreis. As sementes foram lavadas com água corrente e secas por 24 h em
temperatura ambiente, em seguida, foram retirados seus tegumentos externos e as sementes
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foram desinfetadas com álcool 70% (v/v) por 1 min, com solução de hipoclorito de sódio 2,5%
(v/v) e Tween-20 0,1% (v/v) por 15 min, para então serem lavadas novamente com água
esterilizada. As sementes foram incubadas em tubos de ensaio contendo meio de cultura para
germinação contendo mio-inositol (100 mg/L), sacarose (25 g/L) e ágar (6,5 g/L) dentro de sala
de cultura de plantas com temperatura entre 25 e 28°C sem regime de luz por um período de 4-
6 semanas. Após esse período as plantas foram incubadas em sala com fotoperíodo de 14 h de
luz por duas a três semanas.
Segmentos de epicótilo de aproximadamente 1 cm de comprimento foram retirados das
plantas germinadas in vitro e incubados com suspensão de Agrobacterium tumefaciens (cepa
EHA105) contendo a construção pPR5:CsMES1 em vetor pBI121 por 15 min (descrito abaixo)
(Fig. 7). Os epicótilos foram secados em papel filtro e incubados em meio de co-cultivo MS
(Murashige e Skoog, 1962) acrescido de 100 μM de acetoseringona (Sigma-Aldrich) por dois
dias a 28°C na ausência de luz. Os explantes foram transferidos para meio seletivo de indução
de gemas e brotos, suplementado com BAP (benzilaminopurina), timentin e canamicina. Os
segmentos que apresentaram desenvolvimento de gemas foram transferidos para placas de Petri
contendo meio de cultura MS suplementado com AIB (ácido indol-3-butírico), ANA (ácido
naftaleno acético), espermidina e timentin para promoção de enraizamento. As plântulas com
raiz bem desenvolvida foram transferidas para substrato agrícola (Bioplant) estéril úmido com
regime de luz de 14 h e temperatura de 25-28°C. Após um estágio mais avançado de
desenvolvimento, as plantas geneticamente modificadas foram levadas para estufa com regime
de água constante e temperatura variando entre 22 e 30°C.
De forma alternativa, plântulas que não desenvolveram sistema radicular, foram
enxertadas em porta-enxertos de limão ‘Cravo’ (Citrus limonia), aclimatadas e transferidas para
estufa.
3.13. Preparação de inóculo de Agrobacterium tumefaciens para transformação de citros
com CsMES1
O gene que codifica a enzima CsMES1 foi clonado no vetor binário pBI121 pela Dra.
Maria Luiza Peixoto de Oliveira em outra ocasião. Nesta construção, o gene CsMES1 está sob
o controle do promotor do gene PR5 de C. sinensis (Fig. 7). Para ser utilizada na transformação
genética de epicótilos de citros, a cepa EHA105 de A. tumefaciens foi transformada com a
construção pPR5::CSMES1. As células foram incubadas em meio YEP sólido suplementado
com estreptomicina, canamicina e rifampicina por 48 h a 28°C. As bactérias foram mantidas
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em 50 mL de meio YEP líquido suplementado com antibióticos sob agitação a 200 rpm, 28°C
por 16 h. A suspensão bacteriana foi centrifugada a 3.500 rpm, à 4°C por 5 min e o pellet foi
ressuspenso em meio de cultura MS líquido para ser utilizado na transformação genética de
citros.
Fig. 7. Ilustração do vetor binário pBI121 carregando um tDNA (entre as bordas direita e esquerda – BD
e BE) contendo o cassete de expressão pPR5::CsMES1, além do gene de resistência a canamicina nptII
sobre o controle do promotor p35S.
3.14. Confirmação de transformação genética de citros por PCR
Plantas de laranjas doces ‘Valência’ e citrange ‘Troyer’ obtidas no processo de
transformação genética tiveram seu DNA genômico extraído de folhas pelo método CTAB
(‘Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide’) (Doyle & Doyle, 1987). A quantidade e qualidade do
DNA obtido foi analisada por gel de agarose e radiação UV. Para a confirmação de inserção da
construção, foram realizadas análises de PCR utilizando os oligonucleotídeos
GGTGCCAAACACCACCAC e GAGCTCTTATGCATACTTAAGAGAAA que anelam no
início do promotor do gene PR5 e no fim de CsMES1, respectivamente.
3.15. Extração de RNA total para análises de expressão relativa de genes
Folhas de laranja doce infiltradas (4-6 infiltrações por folha) em toda sua extensão com
Xc, Xa ou água foram destacadas 24 ou 48 hpi e então completamente maceradas. As amostras
foliares maceradas tiveram seus conteúdos de RNA total extraídos utilizando Trizol
(Invitrogen), seguindo as instruções sugeridas pelo fabricante. A quantidade e qualidade das
amostras de RNA foram verificadas em gel de agarose por absorbância de radiação UV. As
amostras foram tratadas com DNase I (Promega) para então serem submetidas ao processo de
transcrição reversa utilizando o kit ‘RevertAid Reverse Transcriptase’ (Thermo Fisher





utilizadas para as análises de expressão gênica por qPCR. As reações foram compostas de 30 ng
de cDNA, 1x SYBR Green mix e 7,5 μM de cada primer. Os oligos iniciadores foram
desenhados na ferramenta online NCBI Primer Design Tool (Tabela 1). Como controle
endógeno foi utilizado o gene que codifica actina de C. sinensis (Mafra et al., 2012). Foram
realizadas 3 reações de PCR para cada uma das 3 réplicas biológicas testadas. As condições de
ciclo utilizadas foram as padronizadas pelo equipamento 7500 System (Applied Biosystems).
Os resultados foram extraídos do software 7500 System software (Applied Biosystems) e
utilizados para o cálculo de ΔΔCt para comparação da expressão gênica. Foi escolhido o teste
ANOVA com nível de significância de 5% (p-value ≤ 0,05) para a análise comparativa de
expressão gênica.
Tabela 1. Oligonucleotídeos utilizados em reações de RT-qPCR para avaliação dos níveis de expressão
gênica dos respectivos genes de citros envolvidos nas vias de síntese e/ou sinalização de SA.
Genes Forward Reverso GenBank Código
CsMES1 AGAAGTAGTAGGCATGGAAGA CCAACACCATGCTCATGTTTA KDO79352
CsMES2 AGAAGTAGTAGGCATGAAAGG CCAACACCATGCTCCATGGTTTG XP_006466663.1
CsMES3 CATTTTGTTCTAGTGCATGGATCA CGTCACCCGGTGACCGGCTGCCTC KDO48824
CsSAMT CAACAAGTGTCGGCATTA ACAAACCAAAGGGCCACA XM_006466773.3
CsICS GCAGGCACTCCCTCCAAAAA GGCCATGGACAATGAACACG XM_006476588.3
CsC4H GCAACGTGGTTTTCGATATT CAGTGTCATAATCCTACGCA MM_001288840.1
CsS3H ATACAAGAGTGTGCTCCATC ACGTTCATCGATCAAATCCT XM_006490040.3
CsS5H TGGCCTTCAAATCCATCTAC CTTGTTCACCCAACACTTTC XM_006478028.3
CsPR1 GCAAGGTGTGTGGGCACTATAC ACCCAATGCGAACCGAATT XM_006486759.3
CsNPR1 GATCCGCTTGTTGCGGTTTT GGAAAGGCCTCACTTTCCCA XM_006475416.3
CsActin CCCTTCCTCATGCCATTCTTC CGGCTGTGGTGGTAAACATGT XM_006464503.3
3.16. Extração de metabólitos e detecção por LC-MS/MS
Para a extração de metabólitos, folhas inoculadas com Xc, Xa ou H2O foram maceradas
em nitrogênio líquido e transferidas (~400 μg) para microtubos de 2 mL. Foi adicionado 1 mL
de metanol 90% às amostras, as quais foram maceradas e homogeneizadas em vórtex por 1 min,
sonicadas em banho por 20 min em temperatura ambiente e centrifugadas por 10 min à 5000 x
g e 4°C. Os sobrenadantes foram transferidos para novos microtubos e os pellets foram
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ressuspendidos com 0,5 mL de metanol puro para então passar pelos mesmos procedimentos
descritos anteriormente. Os sobrenadantes foram combinados e centrifugados por 10 min à
5000 x g e 4°C para retirar resquícios de restos celulares. Foram adicionados 0,7 mL de
cicloexano às amostras e homogeneizadas em vórtex e centrifugadas por 2 min à 5000 x g e
4°C. A porção superior foi descartada e o processo de adição de cicloexano foi repetido mais
duas vezes. A porção metanólica foi transferida para um novo microtubo de 1,5 mL e secada
em SpeedVac por aproximadamente 1,5 horas. As amostras secas foram estocadas à -80°C até
serem utilizadas para detecção de metabólitos em LC-MS/MS. Para detecção, as amostras
foram ressuspendidas em 0,3 mL de solução metanol:água (1:1 v/v), filtradas e transferidas para
vials (Waters). As amostras foram analisadas em UPLC Acquity HClass (Waters) acoplado à
um espectrômetro de massas de alta resolução ESI-QqTOF Impact II (Bruker). Foi utilizada
uma coluna BEH C18 Acquity (2,1 x 100 mm, com poros de 1,7 µm [Waters]). O
cromatograma foi realizado em temperatura de 40°C e fluxo de 0,2 mL/min. Como solventes
foram utilizados água, acetonitrila (ACN) e ácido fórmico (1 %) (AF) da seguinte maneira
dentro do cromatograma: 5% deACN durante 1 min com crescimento de concentração até 90%
de ACN em 12 min, estabilização da concentração de ACN por mais 1 min e recalibração para
o passo inicial em 2 min. A solução de AF foi mantida em 5% durante toda a análise. Os dados
de massas foram coletados no modo positivo variando o tamanho de 40 até 1500 Da utilizando
os parâmetros: taxa de espectro de 8 Hz, end plate offset de 500 V, voltagem do capilar em 4500
V, pressão do nebulizador de 4 bar, fluxo de nitrogênio líquido (10 L/min) e temperatura do gás
seco de 200ºC. Para a fragmentação, a energia da célula de colisão foi mantida em 5 eV
enquanto que a energia de colisão foi mantida entre 20 e 70 V, o cut-off de fragmentação foi
configurado para 1500 cts e o tempo dos ciclos para 1 s. Os dados coletados por MS/MS foram
analisados usando o banco de dados GNPS (Global Natural Products Social). Os dados de
espectro de fragmentação de cada íon m/z em cada amostra foram usados para identificar os
metabolitos. O padrão de fragmentação de SA, ácido 2, 3-dihidroxibenzóico (2,3DHBA)
(Sgima-Aldrich) e ácido rosmarínico (RA) (Sigma-Aldrich) (Fig. 6) foram confirmados
utilizando padrões comerciais. Calculamos a área dos picos correspondentes às massas de cada
composto confirmado por padrões utilizando o software Bruker Compass DataAnalysis 4.3 e




4.1. Identificação de CsMES1 e sua função de metilesterase sobre MeSA
Como descrito anteriormente, em trabalho prévio, ao analisar a expressão diferencial de
genes de C. sinensis em resposta à infecção por Xc e Xa, nosso grupo identificou um gene
expresso preferencialmente durante a interação incompatível entre plantas de laranja doce e Xa
(Cernadas et al., 2008). Na época, a proteína codificada por esse gene já havia sido identificada
em um experimento de hibridização competitiva em C. sinensis e, por ter sua concentração
celular aumentada em resposta ao hormônio etileno, foi inicialmente classificada como uma
‘Ethylene-induced esterase’ (Zhong et al., 2001). Nesse trabalho, os autores relatam que a
proteína EIE de citros apresentava entre 45 e 53% de identidade com hidroxinitrila liases e
polineuridina aldeído esterases de plantas, entretanto, os mesmos não verificaram sua atividade
enzimática in vitro (Zhong et al., 2001).
Subsequentemente, análises de BLASTP em banco de dados mostrou que CsMES1 é
57% idêntica à proteína NtSABP2 de tabaco, a qual apresenta atividade metilesterásica sobre
MeSA, além de se ligar com alta afinidade ao SA (Kumar & Klessig, 2003; Forouhar et al.,
2005). Além da similaridade de sequência peptídica, o alinhamento das sequências de
aminoácidos entre as proteínas CsMES1 e NtSABP2 mostrou que CsMES1 possui a mesma
tríade catalítica e os mesmos resíduos hidrofóbicos que compõem o sítio ativo desse tipo de
enzima (Fig. 4 e 8).
Uma busca por homólogos de CsMES1 em banco de dados no genoma de C. sinensis
mostrou, entretanto, que essa espécie apresenta, na verdade, duas proteínas filogeneticamente
relacionadas à CsMES1, denominadas aqui de CsMES2 e CsMES3 (Fig. 8).
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Fig. 8. Alinhamento das sequências peptídicas de CsMES1 (KDO79352), CsMES2 (XP_006466663),
CsMES3 (KDO48824) e NtSABP2. Em vermelho estão indicados os resíduos de aminoácidos que
compõem a tríade catalítica (S81, D210 e H238) que é característica das enzimas pertencentes à família
das α/β hidrolases. Os resíduos hidrofóbicos pertencentes ao sítio ativo de NtSABP2, marcados em azul,
também estão conservados nas proteínas de C. sinensis. O resíduo polimórfico que pertence ao sítio
ativo e que corresponde ao aminoácido A13 em NtSABP2 está marcado em laranja na CsMES1 (V18),
roxo na NtSABP2 (A13) e CsMES2 (A18) e em verde na CsMES3 (S16).
Com o intuito de investigar a função de CsMES1 e sua interação com SA, o gene CsMES1
foi clonado e expresso de forma heteróloga em E. coli. As proteínas produzidas foram
purificadas por cromatografia de afinidade e filtração em gel (Fig. 9). Verificou-se que a proteína
CsMES1 solúvel é eluída da coluna analítica com peso molecular de aproximadamente 54 kDa,
indicando que CsMES1 encontra-se como um dímero em solução (Fig. 9 B).
A proteína CsMES1 resultante dos processos de purificação foi utilizada em testes
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Fig. 9. Purificação de CsMES1 recombinante por cromatografias de afinidade e exclusão molecular. A)
Exemplo de gel de SDS-PAGE corado com ‘Coomassie blue’ mostrando a banda correspondente à
proteína CsMES1 após cromatografia de gel filtração. CsMES1 migra como umpeso molecular
estimado em 30 kDa em condições desnaturantes. B) Gráfico de eluição em coluna de gel filtração
analítica mostrando o perfil de eluição de CsMES1 em relação aos padrões utilizados (BSA,
Ovalbumina e Lisozima). CsMES1 possui uma massa molecular de ~54 kDa indicando que se comporta
como um dímero em solução.
Afim de realizar as análises enzimáticas, inicialmente desenvolveu-se um método para
separação das moléculas de MeSA e SA por HPLC com detecção de SA por fluorescência e
MeSA por absorbância. Desse modo, pôde-se detectar tanto a produção de SA como o consumo
de MeSA nas reações enzimáticas.
As análises enzimáticas monitoradas por HPLC mostraram que, na presença de CsMES1,
MeSA é consumido na mistura de reação ao mesmo tempo que SA é produzido (Fig. 10). Esses








Fig. 10. Cromatogramas representativos da separação de MeSAe SAem reações enzimáticas mostrando
o composto MeSA presente em amostras na ausência de CsMES1 (CsMES -). MeSA, por outro lado é
consumido na reação na presença de CsMES1 (CsMES +). De forma correlata, um novo pico que
corresponde ao SA é detectado nas reações contendo a enzima recombinante CsMES1 (CsMES +).
Para uma determinação mais precisa dos parâmetros cinéticos das reações enzimáticas de
CsMES1, um método de detecção de SA por fluorescência em tempo real foi otimizado
utilizando-se um leitor de placas. Como mostrado emMateriais e Métodos, curvas de calibração
foram geradas para o cálculo da concentração de SA produzido nas reações (Fig. 5).
Como pode ser visto na figura 8, CsMES1 é capaz de converter MeSA em SA com
velocidade máxima (Vmax) de aproximadamente 20 µM.min-1.µMenz-1, número de turnover (kcat)
de 0.34 s-1 e constante de Michaelis-Menten (Km) de 57 µM (Fig. 11). Os valores de cinética
enzimática encontrados para CsMES1 são muito parecidos com os observados para NtSABP2
e outras metilesterases de MeSA em plantas (Vlot et al., 2008; Zhao et al., 2009; Manosalva et





















































































































incapazes de detectar qualquer traço de atividade de metilesterase sobre o metil éster do ácido
indolacético (MeIAA), o que indica uma alta especificidade de CsMES1 por MeSA.
Juntos esses dados comprovam que CsMES1 atua como um homólogo funcional de
NtSABP2 em laranja doce, com capacidade de catalisar a reação que converte MeSA em SA e
com características cinéticas semelhantes.
Fig. 11. Curva Michaelis-Menten e parâmetros de cinética enzimática para a atividade de metilesterase
de CsMES1 sobre MeSA. CsMES1 purificada mostra atividade de metal esterase sobre MeSA em pH
7.0 e temperatura de 25°C, com valores de Km e Vmax de ~57 and 20 µM.min-1.µMenz-1, respectivamente,
e kcat de 0.34 s-1.
4.2. Polimorfismo de resíduo do sítio ativo encontrado nas CsMES de C. sinensis e outras
plantas
Uma vez que NtSABP2 foi identificada inicialmente como sendo o receptor de SA devido
a sua alta afinidade por este hormônio (Du & Klessig, 1997), consideramos que CsMES1, por
apresentar mesma atividade enzimática e manter um sítio ativo conservado em relação à
NtSABP2, também seria capaz de se ligar ao SA com alta afinidade. Assim, resolvemos testar
a afinidade de CsMES1 por SA através da desnaturação térmica da proteína monitorando-se a
sua estrutura secundária e terciária por ‘Thermal Shift’ e Dicroísmo Circular (Fig. 12 A e B).
Para as análises de dicroísmo circular, primeiramente foi realizada uma varredura entre os
comprimentos de onda de 200 e 260 nm para identificação da estrutura secundária da proteína
CsMES1 (Fig. 12 B inlet). Nesse caso foi observado uma predominância de estruturas do tipo
α-hélices (Fig 12 B inlet). Por conta disso, monitoramos um dos picos majoritários referentes a
este tipo de estrutura (Fig. 12 B). Contudo, em nenhuma das análises foi possível verificar
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qualquer alteração na estabilidade térmica de CsMES1 na presença de SA que pudesse indicar
qualquer tipo de interação entre essas moléculas (Fig. 12 A e B).
Fig. 12. ‘Thermal Shift’ (A) e Dicroísmo circular (B) envolvendo desnaturação térmica para
monitoração da estabilidade da estrutura secundária e terciária de CsMES1 na presença e ausência de
SA. Em ambos os casos não foi possível verificar alteração na temperatura de ‘melting’ (Tm) de
CsMES1 na presença de SAem concentração 100 x maior que CsMES1. B – inlet) varredura de espectro
(λ = 200 - 260 nm) para análise de estrutura secundária.
Os resultados iniciais que indicam que SA não estabiliza CsMES1, e, portanto, não se liga
com alta afinidade à enzima, nos fez examinar possíveis diferenças na estrutura primária e
terciária entre CsMES1 e NtSABP2 que pudessem explicar essa diferença de afinidade pelo SA.
Assim, modelos estruturais das CsMES de laranja doce, baseados na estrutura de NtSABP2
com SA no sitio ativo (Forouhar et al., 2005) foram gerados. A sobreposição dos modelos
estruturais das CsMES com NtSABP2 mostrou que o único resíduo diferente do sítio ativo que
faz contato com SA e que varia entre as proteínas está na posição 18 de CsMES1, e corresponde
ao resíduo A13 de NtSABP2. CsMES2 também possui alanina nessa posição, enquanto que
CsMES1 e CsMES3 apresentam os aminoácidos valina e serina, respectivamente (Fig. 8 e Fig.
13A). Da mesma forma que C. sinensis, Arabidopsis thaliana também possui um polimorfismo
nessa posição nas proteínasAtMES, as quais, além de alanina, valina e serina, possuem também
os aminoácidos glicina, leucina e isoleucina nessa posição (Fig. 13 B) (Vlot et al., 2008). Além
disso, foi demonstrado que a troca de alanina para leucina em NtSABP2 na posição 13 reduz de
forma significativa a afinidade de NtSABP2 por SA, ainda que não altere sua atividade
metilesterase sobre MeSA (Park et al., 2007).
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A fim de avaliar a função do aminoácido na posição 18 de CsMES1, geramos modelos
estruturais de CsMES1 com trocas do aminoácido nesta posição para os aminoácidos
encontrados nas outras CsMESs de C. sinensis, de valina para alanina (V18A), mimetizando
CsMES2, e de valina para serina (V18S), mimetizando CsMES3 (Fig. 13 C). De acordo com os
modelos estruturais, os resíduos de alanina e serina, cuja cadeia lateral é pequena, não
apresentam impedimento estérico com o grupo hidroxila do SA (Fig. 13 C). Por outro lado, as
cadeias laterais de valina e leucina apresentam impedimento estérico com a hidroxila de SA (Fig
13 C), o que poderia influenciar a afinidade da enzima pelo SA.
Fig. 13. Polimorfismo encontrado no sitio ativo das proteínas CsMES de laranja doce e AtMES de A.
thaliana. A) Sobreposição dos modelos tridimensionais gerados para CsMES1 (laranja), CsMES2
(roxo), CsMES3 (verde), AtMES4 (azul) e AtMES9 (amarelo) com foco no sítio ativo das enzimas. A
estrutura cristalográfica de NtSABP2 aparece ligada ao SA (magenta). A tríade catalítica conservada
(S81, D210 e H238) também está indicada. As linhas tracejadas indicam a distância em Å calculada
entre as cadeias laterais dos aminoácidos polimórficos correspondentes a posição A13 de NtSABP2 e o
grupo hidroxila do anel benzoico de SA. B)Alinhamento das sequências peptídicas da região N-terminal
das proteínas AtMES que pertencem ao grupamento I e II com destaque para o resíduo polimórfico
correspondente a V18 de CsMES1 e A13 de NtSABP2 (colorido). C) Representação dos modelos
estruturais de CsMES1 (laranja), CsMES2 (roxo), CsMES3 (verde) e AtMES4 (azul) em detalhes para
o preenchimento espacial atômico quando na presença de SA (magenta), mostrando que,
diferentemente de G10 (AtMES9),A18 (CsMES2) e S16 (CsMES3), a cadeira lateral de V18 (CsMES1)
e L15 (AtMES4) apresentam um impedimento estérico com o grupamento hidroxila de SA.
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A fim de testar de forma funcional a contribuição do resíduo 18 de CsMES1 na afinidade
pelo SA, as proteínas CsMES1 selvagem e respectivos mutantes V18A e V18S foram
purificadas e analisadas por ITC na presença de SA. Os resultados mostraram que, semelhante
ao indicado por ‘Thermal Shift’ e Dicroísmo circular, CsMES1 tem baixa afinidade por SA,
com Kd de interação de aproximadamente 600 µM, enquanto que as proteínas mutantes V18A e
V18S possuem uma afinidade muito maior, com Kd de interação de aproximadamente 34 µM
para ambas as proteínas (Fig. 14). Alinhado a esses resultados, as proteínas V18A e V18S
apresentam atividades de metilesterase sobre MeSA significativamente inferiores ao observado
para CsMES1 selvagem (Tabela 2). Esses dados mostram, portanto, que o resíduo na posição
18 das CsMES desempenha um papel central na atividade enzimática dessas proteínas,
possivelmente através de um mecanismo de “feedback” negativo pelo produto da reação. Como
já mencionado, esses dados são semelhantes aos dados da literatura que mostram que a troca
A13L reduz a afinidade de NtSABP2 por SA, sem que a atividade metilesterase da enzima sobre
MeSA seja alterada (Park et al., 2007).
Fig. 14. Os resíduos polimórficos do sítio ativo das proteínas CsMES influenciam a afinidade de ligação
por SA. Análises de ITC com CsMES1 selvagem e seus mutantes V18A (alanina) e V18S (serina) na
presença de SA mostram que, enquanto CsMES1 possui uma ligação extremamente fraca por SA (603
µM), os mutantes V18A e V18S apresentam uma afinidade de aproximadamente 20 vezes maior (~34
µM). Os resultados indicam que o polimorfismo encontrado na posição V18 de CsMES1 está
relacionado a capacidade de ligação com SA.
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Tabela 2. Parâmetros de cinética enzimática da reação de conversão de MeSA em SA catalisadas por
CsMES1 e os mutantes V18A e V18S.
Proteína Vmax (µM.min-1.µMenz-1) Km (µM) kcat (s-1)
CsMES1 20,1 ± 0,5 57.7 ± 3,5 0,34 ± 0,06
CsMES1_V18A 1,36 ± 0,02 11,78 ± 0,97 0,022 ± 3,4E-4
CsMES1_V18S 0,75 ± 0,01 16,11 ± 0,23 0,013 ± 1,6E-4
4.3. O resíduo polimórfico na posição 18 de CsMES1 e a hidroxila do anel benzoico de SA
definem a afinidade por SA e análogos de SA
Diante das evidências de um possível impedimento estérico entre a cadeira lateral do
resíduo V18 na proteína CsMES1 com o grupamento hidroxila do SA mostradas indicados nas
figuras 13 e 14, decidimos testar a capacidade de ligação de CsMES1 e respectivos mutantes
V18A e V18S a análogos de SA cuja posição da hidroxila varia no anel benzoico.
Para tanto, testamos por ITC a afinidade de CsMES1 e respectivos mutantes aos seguintes
compostos: ácido benzoico (BA), que não apresenta hidroxila no anel benzoico, ácido 3-
hidroxibenzócio (3HBA), com hidroxila na posição meta, e ácido 4-hidroxibenzóico (4-HBA),
com a hidroxila na posição para. Os resultados de ITC mostram que não há interação entre
nenhuma dessas moléculas com qualquer das enzimas testadas (Fig. 15), indicando que a
hidroxila na posição orto do anel benzoico é essencial no reconhecimento seletivo de SA no
sitio ativo de proteínas CsMES. Esses resultados dão suporte ao modelo estrutural de CsMES1
que sugere que a cadeia lateral do aminoácido 18 influencia a ligação do SA pela interação com
a hidroxila na posição orto.







































































































































































































































Fig. 15. CsMES1, V18A e V18S não possuem afinidade por análogos de SA com modificações na
posição da hidroxila do anel benzoico. Análises de ITC para a quantificação da afinidade de CsMES1
(Wt), V18A e V18S com BA (A), 3HBA (B) e 4HBA (C). Ao lado dos gráficos está a representação da
fórmula estrutural de cada molécula testada.
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4.4. CsMES1 é inibida por TriFA
A molécula 2,2,2-Trifluoroacetophenone (TriFA) (Fig. 6 e 16) é um análogo de SA que
foi descrito como inibidor competitivo da enzima NtSABP2 em tabaco (Park et al., 2009). Em
nossas análises, verificamos que TriFA também é um forte inibidor de CsMES1 com IC50 de
aproximadamente 65 µM em reações com concentrações de MeSA próximos ao Km (100 µM).
Da mesma forma, pudemos verificar que TriFA atua de forma competitiva para a inibição da
reação de metilesterase de CsMES1 sobre MeSA (Fig. 16 A e B).
A afinidade de CsMES1 e respectivos mutantes V18A e V18S por TriFA foi testada
através de análises de ITC onde verificamos que CsMES1 tem uma afinidade muito maior por
TriFA (Kd ~7.0 µM) (Fig. 16 C) quando comparado ao SA (Fig. 14). Além disso, as proteínas
CsMES1 mutantes V18A e V18S mostraram afinidade ainda maior por TriFA em relação à
CsMES1 selvagem (Kd ~0.30 µM) (Fig. 16 C), o que indica que as cadeias laterais do resíduo
18 também tem influência na ligação ao TriFA, mesmo na ausência de uma hidroxila no anel
aromático.
Para melhor compreender o modo de ligação de TriFA no sítio ativo de CsMES1, foram
realizados experimentos de ‘docking’ molecular. Segundo o modelo gerado, TriFA se liga ao
sitio ativo de todas as enzimas, o que reforça os resultados das cinéticas enzimáticas que
mostram um modelo competitivo de inibição. Contudo, TriFA se liga ao sitio ativo em uma
posição ligeiramente diferente do que o previsto para SA, no qual o grupo trifluorometil faz
ligações de hidrogênio com a cadeia lateral dos aminoácidos H245 e S86, enquanto que o grupo
carboxila faz interação com a cadeia principal dos resíduos L87 e G17 (Fig. 16 D). Essas
interações podem explicar a maior afinidade de CsMES1 e respectivos mutantes por TriFA do
que por SA. Apesar do modelo de ligação de NtSABP2 com TriFA ser parecido com o modelo
proposto para CsMES1, o anel benzoico de TriFA fica orientado em direção à cadeia lateral do
resíduo polimórfico V18, assim como SA (Park et al., 2009). Esse posicionamento dentro do
sitio mostra um impedimento estérico entre o resíduo V18 de CsMES1 e TriFA. Essa
observação é consistente com os resultados de ITC, que mostram que CsMES1 apresenta menor
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Fig. 16. TriFA inibe de forma competitiva a conversão de MeSA em SA catalisada por CsMES1. A)
Curva de dose-resposta para inibição da reação metilesterase de CsMES1 por quantidade crescente de
TriFA mostram um IC50 de 65 µM quando a concentração de MeSA na reação é próxima ao Km da
reação (100 µM). B) Curvas de duplo-recíproco para as reações de inibição com TriFA em
concentrações múltiplas do IC50 (1x, 2x e 4x) indicam que TriFA atua como um inibidor competitivo da
reação. C) Análises de ITC revelam que as afinidades de interação de CsMES1 (Wt), V18A e V18S por
TriFA são maiores do que as encontradas para SA. V18A e V18S ainda apresentam maior afinidade por
TriFA (Kd ~0,3 µM) do que a observada para CsMES1 (Kd = 7,1 µM). D) A docagem molecular de
CsMES1 com TriFA (rosa) mostra uma ligação parecida com a modelada para SA (azul claro). Na
conformação assumida dentro do sítio ativo, os átomos de flúor (ciano) fazem contato com os resíduos
H245 e S86 por interações de hidrogênio, enquanto que o grupo carbonila faz contato com as cadeias
principais dos resíduos L87 e G17.Além disso, assim como no modelo do SA, o anel benzoico e o grupo
carbonila do TriFA também se orientam em direção ao resíduo polimórfico das CsMES.
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4.5. Cristalização de CsMES1, V18A e V18S
Com os resultados obtidos acerca das diferenças na atividade enzimática, afinidade por SA
e modelagem molecular encontradas entre CsMES1, mutantes e NtSABP2, decidimos que
para um entendimento mais profundo sobre da relação estrutura-função dessa classe de
enzimas, a resolução da estrutura tridimensional de CsMES1 e mutantes seria fundamental.
A obtenção de cristais de proteínas requer preparações proteicas com alto grau de pureza e
em quantidades adequadas. Por conta disso, inúmeras alterações no protocolo de purificação de
CsMES1 foram realizadas a fim de se obter cristais das proteínas CsMES1 selvagem e mutantes.
Além disso, inúmeras condições de cristalização foram testadas a fim de melhorar a qualidade
dos cristais obtidos nas triagens iniciais. De forma resumida, nosso primeiro protocolo de
purificação utilizava apenas purificações por IMAC e SEC de proteínas expressas a partir de
CsMES1 clonada em pET28A em cepa BL21 (DE3) (Fig. 17 A). Outras cepas foram testadas,
como ArcticExpress, BL21 (DE3) pLysS e Origami, assim como o gene contendo sequência de
bases nitrogenadas para a codificação de cauda 6xHis ou GST, mas com nenhuma das
alternativas houve resultados melhores. Ainda assim, foi possível obter a proteína com cauda
6xHis na concentração de ~14 mg/mL, a qual foi utilizada nos primeiros testes de cristalização.
Com essa amostra, pequenos cristais de CsMES1 foram conseguidos (Fig. 17 B) nas condições
descritas na Tabela 3.
As concentrações dos componentes das gotas em que cresceram cristais de proteína foram
alteradas para refinar o processo de cristalização. Além disso, testamos a adição de SA a
condição de cristalização na tentativa de estabilização de um complexo proteína-ligante que
favorecesse o crescimento ordenado dos cristais (Fig. 18). Os melhores cristais obtidos pelo
refinamento das condições baseadas em JCSG+ Suite C5 e SaltRx HT E1 foram levados para
difração de raios-X no Laboratório Nacional de Luz Síncroton (LNLS). A melhor resolução de
difração obtida foi a 3,2 Å e os dados foram tratados para a resolução da estrutura por
substituição molecular, com base na estrutura tridimensional conhecida de NtSABP2. Contudo,
apesar dos esforços feitos pelos nossos colaboradores na parte de cristalografia de proteína, a
resolução da estrutura atômica de CsMES1 não foi possível devido principalmente a resolução























Fig. 17. Purificação para cristalização e cristais iniciais de CsMES1. A) SDS PAGE com as eluições
obtidas através de SEC utilizadas no ‘screening’ inicial para cristalização de CsMES1. B) Fotos em luz
visível e luz UV das gotas contendo cristais de CsMES1 obtidos em condições iniciais de cristalização
descritos na Tabela 3. C) SDS PAGE com as eluições de IMAC antes da clivagem com quimiotripsina
das regiões móveis expostas da proteína, troca iônica (TI) e SEC após a clivagem mostram a perda de
aproximadamente 2 kDa sem a perda da integridade da proteína.
Tabela 3. Condições de cristalização que resultaram na geração de cristais de CsMES1.
Nome Componentes da gota de cristalização
Tampão Reagentes
JCSG+ Suite C5 HEPES 0,1 M pH 7,5
KH2PO4 0,8 M
NaH2PO4 0,8 M


























Fig. 18. Fotos em luz visível e luz UV das gotas contendo cristais de CsMES1 obtidos em condições que
geraram cristais que difrataram no feixe de raio-X da linha MX2 do LNLS, porém em resolução abaixo
do necessário para a resolução estrutural de CsMES1. Foram obtidos dados de co-cristalização de
CsMES1 com SA (A, B, D e E) e também em sua forma APO (sem SA) (C e F).
Continuamos nosso processo de obtenção de cristais acrescentando aditivos disponíveis
no kit Additive Screen (Hampton Research) às melhores condições obtidas anteriormente. Além
disso, as análises estruturais baseadas na modelagem estrutural de CsMES1 indicavam que a
cauda 6xHis na posição C-terminal poderia gerar uma proteína melhor enovelada e, com isso,
melhorar a organização espacial da proteína no cristal. NtSABP2, a única proteína da
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família com estrutura conhecida teve sua estrutura tridimensional resolvida com a cauda 6xHis
na posição C-terminal (Forouhar et al., 2005). Por isso, adicionamos a cauda 6xHis da posição
C-terminal utilizando o plasmídeo pET29a. Contudo, nenhuma dessas abordagens alterou a
forma do cristal da proteína, tampouco melhorou a resolução durante a difração de Raios-X
(dados não mostrados).
Esgotadas as possibilidades de refinamento para essas condições, buscamos alternativas
para a produção de cristais com melhor ordenação e maior tamanho. Uma proteína com menos
loops móveis e estrutura globular homogênea tem mais chances de formar cristais com células
unitárias mais bem definidas. Um dos métodos com maior índice de sucesso na geração de
cristais para difração de raio-X é a proteólise limitada (Dong et al., 2007; Wernimont &
Edwards, 2009). Com base nisso, decidimos clivar CsMES1 com protease em quantidade e
tempo determinados após a purificação por IMAC. Entre as proteases testadas (tripsina
, quimiotripsina, papaína e trombina) a proteólise parcial com 4 µg de quimiotripsina para cada
mg de proteína por 30 min em gelo após a purificação por IMAC foi o protocolo que se mostrou
mais adequado (Fig. 17 C). Além disso, adicionamos uma etapa de purificação por troca iônica
entre os passos IMAC e SEC a fim de separar CsMES1 da quimiotripsina adicionada no
processo de proteólise (Fig. 17 C). Com essa nova abordagem, novos cristais foram obtidos,
porém, alguns mantiveram um padrão morfológico semelhante ao observado nos cristais
obtidos anteriormente (Fig. 19). No entanto, apesar de terem um formato mais promissor, os
cristais cresceram pouco em comparação com os das condições anteriores. Por conta disso,
nenhum dos cristais gerou dados de difração que pudessem ser usados na resolução da estrutura
de CsMES1.
57
Fig. 19. Fotos em luz visível das gotas de algumas das melhores condições de refinamento para
cristalização obtidas para CsMES1.
Além de CsMES1, procedimentos de cristalização foram repetidos para as enzimas
mutantes V18A e V18S, na presença e ausência de SA. Em resumo, apenas a proteína V18A
apresentou pequenos cristais. Contudo, tais cristais não se desenvolveram bem após
refinamentos e a coleta de dados de difração de raios X não pode ser realizada.
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4.6. Análise de expressão gênica de CsMES1 e genes relacionados à síntese, sinalização e
degradação de SA
Em trabalho prévio realizado pelo grupo, o gene CsMES1 foi encontrado como
preferencialmente expresso em folhas de laranja doce em reposta à infecção por Xa (Cernadas
et al., 2008). Para confirmar esses resultados e comparar sua expressão em relação à expressão
de CsMES2 e CsMES3, realizamos análises de qPCR em folhas de laranja doce ‘Natal’, 24 e 48
horas pós-infecção (hpi) com as bactérias Xa e Xc (Fig. 20 A e B). Folhas infiltradas com água
foram usadas como controle.
Como observado nos experimentos de microarranjo, CsMES1 é expresso em maiores
níveis em resposta à infecção por Xa, 24 hpi (Fig. 20 A). O mesmo acontece com CsMES2,
contudo, em menores níveis em relação ao observado para CsMES1 (Fig. 20 A). Por outro lado,
todas as CsMES tem seus níveis transcricionais não-modulados ou diminuídos nas interações
com Xa e Xc 48 hpi quando comparadas às folhas infectadas com H2O (Fig. 20 A), enquanto
que CsMES3 tem sua expressão diminuída em resposta a infecção por ambas bactérias em 24 e
48 hpi (Fig. 20 A). Esses resultados indicam, portanto, que CsMES1, e possivelmente SA,
devem desempenhar um papel importante na resposta de defesa local contra Xa e Xc.
Para melhor investigar essa hipótese, testamos outros genes que codificam proteínas
envolvidas na sinalização, biossíntese e catabolismo de SA em plantas. Com respeito aos genes
envolvidos na biossíntese de SA, avaliou-se a expressão dos genes que codificam para as
proteínas Isocorismato sintase (ICS) e Cinamato 4-hidroxilase (CsC4H), duas principais
enzimas da via da síntese de SA e fenilpropanóides em plantas (Dempsey, et al., 2011;
Widhalm & Dudareva, 2015). Em nossas análises de qPCR, o gene CsICS aparece reprimido
em todas as condições (Fig. 20 B). Por outro lado, CsC4H, que pertence a via da Fenilalanina
amônia-liase (PAL), aparece com expressão elevada em todas as condições, especialmente em
folhas infectadas com Xa (Fig. 20 C). Nas condições testadas, esses resultados indicam que a
síntese de SA pela via de CsICS é inibida durante a interação com ambas as bactérias. Enquanto
isso, a expressão elevada de CsC4H em folhas infectadas por ambas as bactérias indica uma
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Fig. 20. Análises de RT-qPCR mostram que Xc e Xa modulam a transcrição de genes relacionados a
resposta de defesa mediada por SA. A) Expressão relativa de CsMES1, CsMES2 e CsMES3 de folhas de
laranja doce infectadas com Xc, Xa ou H2O 24 e 48 hpi. CsMES1 é preferencialmente expresso na
interação com Xa 24 hpi. CsMES2 também tem expressão aumentada após a infecção com Xa 24 hpi.
CsMES3, no entanto, tem os níveis de expressão diminuídas em resposta à infecção com Xc e Xa quando
comparado às folhas inoculadas com H2O. B-H) Níveis de expressão relativa dos genes CsICS, CsC4H,
CsSAMT, CsNPR1, CsPR1, CsS3H e CsS5H em resposta à infecção com Xa, Xc e H2O 24 e 48 hpi.
Enquanto CsICS (B) é inibido por ambas bactérias, CsC4H (C) é induzido por ambas bactérias,
especialmente por Xa 24 hpi. CsSAMT (D) é encontrado em níveis altos durante a interação com ambas
as bactérias, porém seu nível máximo parece ser atingido mais cedo na presença de Xa. CsNPR1 (E) é
induzido por Xa 24hpi, enquanto CsPR1 é fortemente induzido em todas as condições (F). CsS3H e
CsS5H também são induzidas tanto por Xa quanto por Xc (G, H). CsS3H é expresso preferencialmente
em folhas infectadas com Xc, enquanto CsS5H aparece emmaiores níveis em folhas inoculadas com Xa.
Médias foram obtidos a partir de 3 réplicas biológicas com 3 medidas técnicas. Foi utilizado o teste
ANOVA/Turkey com um nível de significância de 0,05 para comparação entre as médias. Comparações
foram feitas entre os diferentes tratamentos dentro do mesmo tempo de infiltração.A indicação por letras
demonstra a significância da diferença encontrada entre as amostras (a b c / a’ b’ c’ / a’’ b’’ c’’).
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Enquanto CsMES1 converte MeSA em SA, a enzima ‘S-adenosyl-L-methionine:salicylic
acid carboxyl methyltransferase’ (CsSAMT) catalisa a reação oposta, que é a da produção de
MeSA a partir de SA (Yao et al., 2011; de Oliveira et al., 2013). Verificamos que o gene
CsSAMT aparece induzido por ambas bactérias, porém, apresenta seu pico máximo mais cedo
em folhas infectadas com Xa em relação a folhas infectadas com Xc (Fig. 20 D). De forma
semelhante, os níveis de transcritos de CsNPR1 e CsPR1, genes marcadores para resposta de
defesa induzida por SA e SAR (Vlot et al., 2009), estão elevados em folhas infectadas com Xa
após 24 h, em relação às folhas infiltradas com água ou Xc (Fig. 20 E e F). CsPR1 também
aparece em níveis elevados durante a interação com Xc, porém os dados sugerem que o pico de
expressão de CsPR1 acontece mais tardiamente em Xc quando comparado com Xa (Fig. 20 F).
Esse padrão de expressão se assemelha ao encontrado para CsSAMT (Fig. 20 D). Os genes S3H
e S5H, que codificam proteínas recentemente implicadas na via de catabolismo do SA e
responsáveis pela conversão do SA em ácido 2, 3-dihidroxibenzóico (2,3 DHBA) e ácido 2, 5-
dihidroxibenzóico (2,5 DHBA), respectivamente (Zhang et al., 2013; Zhang et al., 2017),
também aparecem mais expressos nas condições de estresse biótico preferencialmente em 48
hpi (Fig. 20 G e H).
Os resultados acima indicam, portanto, que a infiltração de ambas as bactérias induzem
uma modulação na expressão de genes relacionados com produção e modificação de SA em
laranja doce, contudo, a presença de Xa induz uma modificação na expressão de genes
relacionados à indução de resposta de defesa de forma mais rápida e em níveis mais elevados.
4.7. SA é produzido preferencialmente em resposta a infecção por Xa, enquanto que
2,3DHBA em resposta à infecção por Xc
Consistente com o observado nas análises de RT-qPCR, SA foi detectado por LC-MS/MS
apenas nas amostras de folhas infectadas com as bactérias Xa e Xc, mas não em amostras
infiltradas com H2O (Fig. 21 A e B). Em contrapartida, 2,3DHBA foi detectado
preferencialmente em folhas infectadas com Xc (Fig. 22 A e B). Esses resultados, aliados aos
dados de expressão gênica, indicam que a infiltração foliar de Xc induz de forma mais efetiva a
diminuição da concentração de SA, se comparado à Xa, e que a rota bioquímica para a



















































































Fig. 21. Espectro de fragmentação de SA identificado em folhas de laranja doce infectadas com Xa ou
Xc e níveis de SA estimados pela área do pico de massa. A) Exemplos de espectros de fragmentação do
SA a partir de uma solução padrão (SA da Merck) ou de amostras de folhas de citros infectadas com as
bactérias. B) Quantidade de SA nas folhas de citros baseado na área do pico cromatográfico, mostrando















































































Fig. 22. Espectro de fragmentação de 2,3DHBA identificado em folhas de laranja doce infectadas com
Xa ou Xc e níveis de 2,3DHBA estimados pela área do pico de massa. A) Exemplos de espectros de
fragmentação do 2,3DHBA a partir de uma solução padrão (2,3DHBA da Sigma-Aldrich) ou de
amostras de folhas de citros infectadas com as bactérias. B) Quantidade de 2,3DHBA nas folhas de
citros baseado na área do pico cromatográfico, mostrando que 2,3DHBA é predominantemente
encontrado em folhas infectadas com Xc 48 hpi.
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Além das moléculas de SA e 2,3DHBA, outro metabólito encontrado em maiores
concentrações durante a resposta à infecção por Xa nas análises de LC-MS/MS foi o ácido
rosmarínico (RA) (Fig. 23 A e B), um éster de ácido caféico que desempenha função de defesa
contra bactérias e atua como antioxidante (Park et al., 2008; Petersen et al., 2009). Por esse
motivo, o RA poderia ser uma molécula alvo para estudos de resistência ao Cancro Cítrico.
4.8. SA, MeSA e RA inibem, enquanto TriFA promove o desenvolvimento do Cancro
Cítrico
Com base nos resultados acima, decidimos avaliar o efeito do SA e análogos de SA,
assim como do RA, no desenvolvimento do Cancro Cítrico e/ou resposta de defesa contra Xc.
Dessa forma, folhas de laranja doce, previamente infectadas com Xc pelo método de ‘pinprick’,
foram incubadas em solução contendo os compostos de interesse. Os resultados desses
experimentos mostram que, enquanto SA, MeSA e RA inibiram o desenvolvimento das
pústulas do cancro, TriFA promoveu um aumento na área das lesões do cancro (Fig. 24 A e B).
Por outro lado, 3HBA e 4HBA, que não foram capazes de interagir com CsMES1 in vitro (Fig.
15), não apresentaram nenhum efeito no desenvolvimento dos sintomas do cancro (Fig. 24 A e
B). Nenhum dos compostos testados alterou o crescimento bacteriano em meio de cultura (Fig.
24 C), indicando que o efeito no desenvolvimento dos sintomas não foi resultado de alterações
no inóculo bacteriano. Portanto, os resultados mostram que SA contribui para resistência ao






































































































































Fig. 23. Espectro de fragmentação de ácido rosmarínico (RA) identificado em folhas de laranja doce
infectadas com Xa ou Xc e níveis de RA estimados pela área do pico de massa. A) Exemplos de
espectros de fragmentação do RAa partir de uma solução padrão (RAda Sigma-Aldrich) ou de amostras
de folhas de citros infectadas com as bactérias. B) Quantidade de RA nas folhas de citros baseado na








































































Fig. 24. Efeitos da aplicação exógena de SA, MeSA, 3HBA, 4HBA, RA e TriFA no desenvolvimento
dos sintomas do Cancro Cítrico. A - B) Fotos representativas (A) e média da área da lesão medida em
pixels das pústulas de Cancro Cítrico desenvolvidas em folhas inoculadas com Xc pelo método de
‘pinprick’ e tratadas com H2O, SA, MeSA, 3HBA, 4HBA, RA e TriFA. Os resultados mostram que
enquanto o tratamento com SA, MeSA e RA reduzem a severidade dos sintomas do Cancro Cítrico,
TriFA promove a intensificação dos sintomas com pústulas maiores e em processo de ruptura de
epiderme. C) Teste para uma possível função bactericida sobre Xc dos compostos utilizados mostram
que nenhum dos compostos tem efeito de inibição de crescimento bacteriano em meio de cultura. Os
valores das médias das áreas correspondem a 48 medições em 3 folhas independentes (16 por folha).
4.8. Transformação genética de citros com CsMES1
Os dados apresentados até aqui indicam que CsMES1 e as moléculas com as quais
interage tem papel importante na resposta de defesa contra Xc e Xa. Por isso, em uma tentativa
de obter plantas resistentes ao Cancro Cítrico, produzimos plantas geneticamente modificadas
com um cassete para superexpressão de CsMES1 sob controle do promotor do gene PR5, que
codifica a proteína PR5 de C. sinensis, e o qual é altamente expresso em resposta à infecção por
Xc, Xa e também por lesão mecânica (de Oliveira et al., 2013). Num primeiro e único
experimento de transformação de epicótilos de citros, apenas um evento de transformação de
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laranja doce ‘Valência’ (V1) foi obtido. Anteriormente, três outros eventos independentes de
transformação de citrange Troyer (T1, T2 e T3) haviam sido obtidos pelo grupo, sendo que o
evento T2 chegou a ser propagado por enxertia (T2.1 à T2.9). Tais eventos foram confirmados
por análises de PCR para a presença da fusão pPR5::CsMES1 (Fig. 25 A). As análises indicam
a ocorrência de quimerismos numa mesma planta, o que dificulta a interpretação dos resultados,
pois bandas de PCR para o transgene não são detectadas em todas as folhas analisadas (Fig. 25
A). Embora os níveis da proteína CsMES1 não tenham sido avaliados nas plantas transformadas
com a construção pPR5::CsMES1, os resultados de desafio com a bactéria Xc mostram que não
houve indução de resistência nas plantas geneticamente modificadas em relação a plantas
controles não transformadas. Por outro lado, plantas transgênicas superexpressando o gene
CsMAPK1 sob controle do promotor PR, usada como comparação e controle do experimento
(M18), mostrou uma redução significativa na área da lesão do cancro em comparação com as
plantas não transformadas e também em relação as plantas transgênicas carregando a fusão





























































Fig. 25. Transformação e fenótipo de plantas transgênicas contendo o cassete pPR5::CsMES1. A)
Análise de PCR para o cassete de expressão pPR5::CsMES1 em folhasde plantas transgênicas
mostrando que para a maioria dos evento de transformação obtidos, folhas diferentes (Folha A painel
superior e B painel inferior) podem ou não exibir o gene exógeno. Como controle positivo foi utilizada
o DNA extraído de bactérias A. tumefaciens contendo o vetor pBI121 e cassete pPR5::CsMES1. Como
controle negativo uma planta ‘Troyer’ selvagem. B) Área média de lesões (em pixels) provenientes de
inoculações foliares com Xc pelo método ‘pinpcrick’ em plantas ‘Troyer’ geneticamente modificadas
com a introdução dos cassetes pPR5::CsMES1 (T2.2; T2.8; T2.9; T3) e PR5::CsMAPK1 (M18). C)
Fotos de pústulas representativas das médias de áreas para cada planta testada. Inoculação de Xc cepa
306 em DO600nm = 0,1. Legenda; CT = planta ‘Troyer’ selvagem. M18 = planta ‘Troyer’ transgênica
contendo o cassete de superexpressão de CsMAPK1 (pPR5::CsMAPK1) (de Oliveira et al., 2013). T1,
T2 e T3 = Plantas ‘Troyer’ transgênicas matrizes contendo o cassete pPR5::CsMES1. T2.1 – T2.9 =
plantas resultado da propagação por borbulha da planta ‘Troyer’ geneticamente modificada T2. V1 =
Laranja doce ‘Valência’ contendo o cassete pPR5::CsMES1.
68
5. Discussão
A primeira citação na literatura de CsMES1 foi no trabalho que a caracterizou como uma
esterase responsiva ao hormônio etileno (Zhong et al., 2001). Mais tarde, encontramos CsMES1
entre os genes modulados diferencialmente durante as interações de C. sinensis com Xa e Xc e
com alta identidade com NtSABP2, uma enzima importante em respostas de defesa do tipo SAR
(Park et al., 2007; Cernadas et al., 2008). A partir disso, iniciamos o trabalho de sua
caracterização e confirmamos que a expressão de CsMES1 é induzida preferencialmente na
interação incompatível entre laranja doce e Xa e que, assim como NtSABP2, CsMES1 catalisa
a reação metilesterase sobre MeSA para formação de SA.
Além de CsMES1, encontramos no genoma de C. sinensis outros 2 genes com alta
similaridade com CsMES1, e consequentemente NtSABP2, que denominamos de CsMES2 e
CsMES3. As proteínas codificadas por CsMES2 e CsMES3 também são capazes de catalisar a
formação de SA a partir de MeSA in vitro, porém com velocidade abaixo do apresentado por
CsMES1. Os resultados de expressão sugerem que as proteínas codificadas pelas CsMESs
podem ter papéis diferentes na resposta de defesa, ainda que possuam a mesma função
enzimática. Em acordo com essa hipótese, apesar de todas as CsMES compartilharem a mesma
tríade catalítica e o mesmo ‘pocket’ hidrofóbico entre si e com NtSABP2, apresentam um
polimorfismo no aminoácido correspondente a A13 de NtSABP, o qual interage com o grupo
carboxila de SA (Forouhar et al., 2005). Esse mesmo polimorfismo também é encontrado em
metilesterases homólogas de NtSABP2 em A. thaliana, as AtMES.
Entre os aminoácidos encontrados nessa posição nas metilesterases estão: valina
(CsMES1/AtMES6), alanina (CsMES2/NtSABP2/AtMES2/3/5), serina (CsMES3/AtMES1/8),
glicina (AtMES9), leucina (AtMES4) e isoleucina (AtMES7) (Fig. 10 B) (Vlot et al., 2008).
Para estudar de forma mais detalhada o efeito de cada resíduo polimórfico em metilesterases de
MeSA em C. sinensis, construímos proteínas CsMES1 com modificações para os aminoácidos
encontrados em CsMES2 e CsMES3, sendo elas denominadas de V18A e V18S,
respectivamente. Com isso, pudemos demonstrar que a modificação da cadeia lateral dos
aminoácidos nesta posição influencia a afinidade das CsMES por SA. De acordo com nossos
estudos, aminoácidos com cadeia lateral mais curta, como é o caso de alanina (V18A) e serina
(V18S), possuem maior afinidade por SA, enquanto isso, resíduos com cadeias laterais mais
longas e apolares como valina (CsMES1) apresentam uma afinidade de ligação menor.
Alinhado aos nossos resultados, a catalise da reação metilesterase de NtSABP2 sobre MeSA é
fortemente inibida por SA, porém a troca de alanina para leucina na posição 13 reduz o feedback
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de inibição de SA sobre a atividade de NtSABP2 (Park et al., 2007). Além disso, a única
AtMES com uma capacidade de ligação ao SA relevante é a AtMES9 que possui glicina como
resíduo polimórfico (Vlot et al., 2008). A mesma AtMES9 (G10), assim como as AtMES1
(S16), AtMES2 (A16) eAtMES3 (A16) apresentam atividade relevante sobre o metil jasmonato
e sobre o éster metil do ácido indol-3-acético (Vlot et al., 2008). Nestes casos é possível que as
cadeias laterais mais curtas dos aminoácidos impõem menor restrição espacial dentro do sítio
ativo, diminuindo a especificidade das enzimas. Esses indícios apontam que o polimorfismo
encontrado entre as CsMES ao influenciar sua afinidade por SA, acabam por alterar o feedback
de inibição de SA sobre a atividade metilesterase sobre MeSA. Além disso, nossos dados de
interação de CsMES1, V18A e V18S com análogos de SA com modificação na posição da
hidroxila do anel (BA, 3HBA e 4HBA) sugerem que o sítio ativo das CsMESs que tem
afinidade por SA são muito especificas para essa ligação, e que a interação entre elas é
dependente da posição hidroxila no anel aromático.
NtSABP2 é a única metilesterase vegetal de MeSA com estrutura cristalográfica
conhecida na literatura (Park et al., 2007). Os avanços obtidos nesse trabalho acerca da
produção de cristais e resultados parciais de difração de Raios-X, ainda que não tenham
possibilitado a determinação da estrutura cristalográfica de CsMES, indicam que esta possa ser
a próxima metilestarase com estrutura tridimensional resolvida. Além disso, as diferenças
bioquímicas, principalmente a respeito da ligação ao SA, podem trazer informações estruturais
mais detalhadas sobre o modo de ligação entre as moléculas, principalmente com relação ao
resíduo polimórfico em CsMES e à hidroxila do anel aromático de SA. A possível resolução da
estrutura de V18A, dos quais obtivemos cristais parecidos com CsMES1, pode ajudar ainda
mais no entendimento do papel desse resíduo polimórfico das metilesterases de MeSA.
Assim como CsMES1 e CsMES2, os genes que codificam AtMES1, AtMES7 e AtMES9
tem sua expressão induzida por patógenos. Contudo, o silenciamento dos genes AtMESs
compromete apenas a resposta de defesa do tipo SAR, mas não afeta a resistência local contra
Pseudomonas syringae pv. tomato (Vlot et al., 2008). Por outro lado, nossos dados sugerem que
CsMES1, assim como SA, desempenham uma função na defesa local contra Xa/Xc em citros,
uma vez que TriFA inibe a atividade de CsMES1 e promove um aumento na severidade dos
sintomas do Cancro Cítrico, ao passo que a aplicação exógena de SA e MeSA reduzem a
formação das pústulas do cancro. Além disso, outro dado que sugere essa função na resposta de
defesa local é a indução da expressão de genes relacionados a via de sinalização de SA, como
CsC4H, CsSAMT, CsNPR1 e CsPR1 em folhas infectadas com Xc, mas preferencialmente e em
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estágios mais iniciais na infecção com Xa. Consistente com os dados de expressão gênica,
pudemos detectar SA foliar em alta concentração em 24 e 48 após infecção apenas com Xa,
enquanto que em resposta à infecção por Xc os níveis de SA são diminuídos rapidamente. A
esse respeito, vale ressaltar que uma cepa variante de Xc que se caracteriza por induzir um tipo
de resposta de defesa em C. limon induz a expressão de PAL1, NPR1, PR1 e acumulo de SA em
folhas infectadas (Roeschlin et al., 2017). Além disso, a superexpressão de AtNPR1 em
cultivares de citros levam a um aumento na resistência ao Cancro Cítrico (Zhang et al., 2010).
Plantas transgênicas superexpressando CsMAPK1, uma proteína homóloga de SIPK (SA-
induced protein kinase) também apresenta redução no número de pústulas do Cancro Cítrico,
aumento no nível de espécies reativas de oxigênio e expressão de genes como CsPR1 e CsSAMT
(de Oliveira et al., 2013). Por fim, a aplicação de SA em concentração de 0,25 mM reduz a
formação dos sintomas do Cancro Cítrico em folhas de laranja ‘Bahia’ (Wang & Liu, 2012).
Sobre a função de induzir SAR do SA, alguns estudos mencionam que a aplicação de
acibenzolar-S-metil (ASM), um análogo de MeSA, pode induzir resistência ao Cancro Cítrico
em condições de campo ou estufa, contudo, apenas se aplicado no solo diretamente (Graham &
Leite 2004; Francis et al., 2009; Graham & Myers, 2011). De forma similar, conduzimos
experimentos para avaliar se a aplicação por spray de SA, MeSA ou algum análogo poderia
induzir um estado de alerta em laranja em estufa. Contudo, nenhum dos tratamentos apresentou
algum tipo de indução de resposta de defesa à infecção por Xc. Por isso, outra abordagem para
o controle do Cancro Cítrico pode ser a utilização de plantas geneticamente modificadas com
alteração da produção de genes relacionados ao SA.
A esse respeito, foram obtidas plantas geneticamente modificadas de híbrido ‘Troyer’ e
laranja doce ‘Valência’ com cassete de superexpressão de CsMES1 controlada pelo promotor
do gene que codifica a proteína PR5. Contudo, o quimerismo apresentado por essas plantas
levou a resultados inconclusivos acerca da resistência à infecção por Xc.
Além de SA e MeSA, RA também foi capaz de inibir os sintomas do Cancro Cítrico. RA
é um éster do ácido caféico sintetizado a partir da L-fenilalanina, que se acredita ter funções de
defesa em planta contra microrganismos além de atividade anti-inflamatória e antioxidante
(Park et al., 2008). Em plantas, RA pode mimetizar moléculas sinais para formação de quorum-
sensing de Pseudomonas aeruginosa como um mecanismo de defesa para estimular a formação
prematura do quórum sensing (Corral-Lugo et al., 2016).
71
6. Conclusões
Nosso estudo bioquímico e funcional de CsMES1 aliado aos dados obtidos acerca do SA
e sua via de sinalização no desenvolvimento do Cancro Cítrico, nos permitiu entender melhor
como as infecções por Xa e Xc modulam o metabolismo celular em laranja resultando em
interações incompatíveis ou compatíveis, respectivamente. Além disso, nossos dados mostram
que a modulação dessa via por aplicações de compostos quimicamente relacionados ao SApode
controlar o desenvolvimento dos sintomas do Cancro Cítrico. Desta forma, os resultados
obtidos permitem concluir que:
1. CsMES1 possui atividade metilesterase sobre MeSA com parâmetros de cinética
enzimáticas semelhantes a outras metilesterases já descritas.
2. CsMES1 tem baixa afinidade pelo SA devido a cadeia lateral apolar mais longa do
resíduo polimórfico V18.
3. Trocas em CsMES1 de V18A e V18S, encontradas nas variantes CsMES2 e CsMES3,
aumentam a afinidade por SA e diminuem a atividade metilesterase sobre MeSA.
4. A afinidade de CsMES por SA é dependente do resíduo polimórfico na posição 18 e
também da posição orto da hidroxila no anel aromático de SA.
5. TriFA é um inibidor específico de CsMES1.
6. CsMES1, CsMES2, mas não CsMES3 são induzidos preferencialmente por Xa.
7. Dados de expressão gênica e de detecção foliar de SA e 2,3 DHBA mostram que as
infiltrações com Xa e Xc modulam a via de sinalização, biossíntese e catabolismo de SA.
Porém, enquanto a infecção por Xa induz uma resposta de defesa, Xc parece suprimir essa
defesa mediada por SA.
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